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NỘI QUY PHÒNG THÍ NGHIỆM 


Sinh viên trước khi vào phòng thí nghiệm phòng thí nghiệm. 
Sinh khi vào phòng thực hành phải chấp hành nghiêm chỉnh các nội quy. 


1. Đọc kỹ nội dung bài thí nghiệm trước khi vào thí nghiệm 


Nội dung cần chuẩn bị gồm: 

- Lý thuyết liên quan đến bài thí nghiệm, công thức tính toán liên quan. 

- Mục đích và phương pháp thí nghiệm, cách đánh giá kết quả thí nghiệm. 
Cán bộ hướng dẫn kiểm tra kiến thức sinh viên trước khi thí nghiệm: 


- Đâu giờ, sinh viên được hỏi hoặc kiêm tra vê kiên thức đã chuân bị cho bài học. Nêu không đạt yêu 
câu, sinh viên sẽ không được thí nghiệm buôi học đó. 


- Sinh viên phải có nghĩa vụ viết đơn và tìm buói học bù cho buổi thí nghiệm đã nghi. 


- Việc học bù do không chuân bị bài chỉ được phép một lần trong suốt đợt thí nghiệm, và phải có chữ 
ký xác nhận của giáo viên bộ môn trước khi đi thực tập bà. 


2. Quy định An toàn trong Phòng thí nghiệm 


Mục tiêu chính của các cán bộ phụ trách của phòng thí nghiệm này là dé mỗi người và mọi người có 
thé hoàn thành môn học một cách an toàn. Không bao giờ gây nguy hiểm cho sự an toàn của bản 
thân hoặc người khác vì bất kỳ lý do gì. Các quy định an toàn chỉ tiết được nêu trong Bảng Quy định 
phòng thí nghiệm được treo ở cửa ra vào trong phòng thí nghiệm. Tuy nhiên, những mục này rất 
quan trọng nên chúng sẽ bị căng thăng ngay từ đầu: 


* Bạn phải mặc trang phục phù hop dé làm việc trong phòng thí nghiệm. Điều này có nghĩa là không 
được phép mặc quân đùi hoặc giày hở mũi trong phòng thí nghiệm. Bạn sẽ ngay lập tức bị đuôi về 
nếu bạn mặc дийп đùi, dép, dép tông, giày hở mũi vào phòng thí nghiệm hoặc những trường hợp 
khác mà bạn không giải thích được sự hợp lý cho trang phục khi vào phòng thí nghiệm. 


e Bạn phải mặc áo khoác phòng thí nghiệm (áo lab) bên ngoài quần áo của bạn khi làm việc trong 
phòng thí nghiệm. 


e Một cán bộ phu trách phải có mặt dé bạn vào phòng thí nghiệm. 


3. Đến phòng thí nghiệm đúng giờ quy định, điền thông tin vào số thực tập cho cán bộ hướng 
dan. 

Bạn sẽ không được tính là đã tham gia Бибі học nếu thiếu bát kì thông tin nào liên quan đến buổi học 
đó trong sô thực tập. 

Bạn phải chuán bị một tám hình 3x4 dé dán vào số thực tập. 

3. Nghe giảng và thực hiện đúng các chỉ dẫn cụ thể của cán bộ hướng dẫn về bài thực tập trước 
khi tiên hành thí nghiệm. 

Không tự ý làm các thí nghiệm không được yêu cầu. Không tự ý sử dụng các thiết bị khi chưa được 
hướng dân. Phải tuân thủ đúng các quy định an toàn trong phòng thí nghiệm. Bảng quy định an toàn 
được treo gân cửa ra vào. 


4. Đứng đúng vi trí thí nghiệm quy định. 


Kiểm tra dụng cụ khi nhận, nếu thiếu hoặc hỏng phải báo ngay cho cán bộ hướng dẫn. 
Khi đã bắt đầu thực tập, sinh viên chịu trách nhiệm hoàn toàn về dụng cụ thực tập được giao. 


Khi có sự cô xảy ra, sinh phải phải dừng thí nghiệm và báo cáo ngay lập tức với cán bộ hướng dẫn. 
5. Nghiêm túc trong buỗi thí nghiệm 


Ghi chép rõ ràng, đầy đủ, trung thực. Giữ sạch sẽ gọn gàng nơi thí nghiệm. Không tự ý di chuyên 
hóa chất và dụng cụ. Không дп ào trong phòng thí nghiệm. 


6. Don dep các dụng cụ trước khi kết thúc buói thí nghiệm. 


Trước khi ra về, vệ sinh dụng cụ, lau khô, sắp xếp gọn gàng và báo cáo với cán bộ hướng dẫn. Khi 
cán bộ hướng dân xác nhận thì sinh viên mới được phép rời phòng thí nghiệm. 


7. Không được phép vắng bát kỳ buói thực hành nào. 

Nếu lý do chính đáng phải nghỉ học, sinh viên phải viết đơn xin phép nghỉ học (ghi rõ buói học bù) 
gửi cán bộ hướng dân xác nhận ít nhât 01 ngày trước ngày nghi. Khi di học bù, phải trinh đơn đầu 
buôi đê cán bộ hướng dân xác nhận. Nêu không có lớp học bù, sinh viên phải xin ý kiên của cán bộ 


hướng dẫn mà sinh viên đang học để được giải quyết. 


8. Chi được phép học bù tối đa 01 buói trong toàn khóa hoc. 
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THÍ NGHIỆM 1: MỘT SÓ THIẾT BI THÔNG DUNG VÀ THAO TÁC CO 
BÁN TRONG THÍ NGHIỆM SINH HỌC 


1. Mục tiêu 
Vào cuôi thí nghiệm này, bạn sẽ có thê: 


° Biết và mô tả một số dụng cụ, thiết bị trong phòng thí nghiệm sinh học. 
e M6 tả được quy tác pha một sô dung dịch. 
e Thao tác vận chuyên lượng dung dịch nhỏ băng micropipette. 


2. Tổng quan 


Sinh học là khoa học tự nhiên nghiên cứu sự sống và các cơ thé sống, bao gồm cấu trúc vật lý, thành 
phần hóa học, chức năng, sự phát triển và tién hóa của chúng bắt đầu từ cấp độ té bào đến cấp độ giải 
phẫu. Và phòng thí nghiệm mang đến cho chúng ta một cơ hội hoàn hảo đề xây dựng dựa trên những 
kiến thức cơ bản được dạy trên lớp. 


Công việc hàng ngày của một nhà sinh học liên quan đến việc sử dụng các thiết bị cơ bản trong các 
thí nghiệm sinh học của họ - chăng han như kính hiển vi, ống nghiệm, cốc và đèn côn. 


Các dụng cụ này là dụng cụ cơ bản mà bạn có thé tìm thấy trong bất kỳ phòng thí nghiệm nào và nó 
cân thiêt cho các nghiên cứu cơ bản về sinh học đê: 


e Hinh dung tế bào và bào quan. 

e Chuẩn bị màu tế bào hoặc chát lóng dé xét nghiệm hoặc truc quan, mó xé bénh phám hoác trón 
hóa chát. 

e Các kỹ thuật sinh học phân tử tiêu chuẩn (Phân lập và định lượng DNA, RNA và / hoặc protein, 
phân hủy giới hạn, nhân bản phụ, thắt, PCR, tổng hợp cDNA, phân tách bằng điện di trên gel, 
Southern-blot, Western-blot, Northern-blot, tạo dòng tế bào tái tô hợp). 


Phân tích DNA thành phần tế bào liên quan đến việc sử dụng các thiết bị, kỹ thuật và quy trình đặc 
biệt. Thiết bị tiêu chuân được sử dụng trong phòng thí nghiệm sinh học phân tử bao gồm pipet, máy 
ly tâm, cũng như các dụng cụ khác sẽ được giới thiệu trong các bài thực hành trong phòng thí 
nghiệm trong tương lai. Trong bài thực hành thí nghiệm này, sinh viên sẽ học các kỹ thuật cơ bản 
liên quan đến việc sử dụng pipet và cách sử dụng máy ly tâm đúng cách trong khi học cách làm theo 
một quy trình đơn giản. 


3. Một số dụng cụ thí nghiệm 
3.1. Ông nghiệm — Test tube 
Ông nghiệm là dụng cụ thủy tinh dùng trong phòng thí nghiệm dé lấy mẫu và thử các phản ứng hóa 


học (Hinh 1.1). Các ống nghiệm này được phát triển bởi một Nhà Vật lý và Hóa hoc nói tiếng người 
Anh - “Michael Faraday” (1791-1867). 


x= KV 4 БУ 4) d Б) E) Б). 
55 ті 36 ті 28.5 ті 23ml 419m 15ml 10ml 6ml 4ml 1ml 


Hình 1.1. Các ống nghiệm thủy tỉnh có kích thước khác nhau 


Ong nghiệm còn được gọi là Ống đun sôi. Đây là những ống thanh mảnh với đáy hình chữ U và phần 
trên mở. Chúng có thê chứa một lượng nhỏ chât lỏng và thường được sử dụng trong các thí nghiệm 
khoa học. 


Đặc trưng của ống nghiệm như: 


Dễ dàng và an toàn để sử dụng 

Chống nóng 

Chống hóa chất 

Kích thước đồng nhất 

Lý tưởng cho việc sử dụng lầm sàng và công nghiệp 
Thân thiện với môi trường 


Các loại ống thử nghiệm 


e ng nghiệm có thé tái sử dụng - Các loại ống nghiệm này được tạo thành từ thủy tinh 
Borosilicate chất lượng siêu mịn 3.3. Các ống này có thé được sử dụng nhiều làn sau khi khử 
trùng. Ngoài ra nó còn có 2 loại: Ông thủy tinh và Ông nuôi cấy. 
= (Ong thủy tinh - Loại này thường được sử dung trong phòng thí nghiệm dé làm nóng, dun 

sôi và thí nghiệm. 
= Ông nuôi cấy - Những ống này hầu hết được sử dụng dé lưu trữ Tế bào nuôi cấy trong 
phòng thí nghiệm. 


Ông nghiệm có thể tái sử dụng rất chắc chán và chịu nhiệt tốt hơn vi chúng được sản xuất từ Boro 
3.3 Glass. Chúng được sử dụng cho các phản ứng hóa học có độ chính xác cao. Chúng có thê được 
tái sử dụng. 


° Опе nghiệm dùng một lần - Các ống nghiệm này được sản xuất băng hai loại thủy tinh: Boro 
5.1 và Boro 7.0. Ông nghiệm Boro 5.1 được sản xuất với hai loại - Ông thủy tinh và Ông nuôi 
сау. Trong khi, ống Boro 7.0 là Ống thủy tinh thông thường. Các ống nghiệm dùng một làn 
rất tiết kiệm và được xử lý sau khi sử dụng. 


3.2. Becher — Beakers 


Beaker là dung cụ làm việc bằng thủy tinh của bát kỳ phòng thí nghiệm nào. Chúng có nhiều kích cỡ 
và được sử dụng dé do thé tích chất lỏng (Hinh 1.2). Beaker không đặc biệt chính xác. Một số thậm 
chí không được đánh dấu bằng các phép đo thé tích. Một cốc thông thường có độ chính xác trong 
khoảng 10%. Nói cách khác, cốc 250 ml sẽ chứa 250 ml +/- 25 ml chất lỏng. 


Hình 1.2. Các beacker có kích thước khác nhau 


Đáy cốc phẳng giúp dễ dàng đặt trên các bề mặt phăng như bàn thí nghiệm hoặc bếp điện. Vòi giúp 
bạn dễ dàng đồ chất lỏng sang các vật chứa khác. Cuối cùng, phần mở rộng giúp bạn dễ dàng thêm 
vật liệu vào cóc. Vì lý do này, cốc thường được sử dụng dé trộn và chuyền chất lỏng. 


3.3. Bình Erlen — Erlenmeyer Flasks 


Một trong những thứ phó bién nhát trong phòng thí nghiệm là bình Erlenmeyer (Hinh 1.3). Loại bình 
này có cô hẹp, đáy phẳng. Nó tốt cho việc xoáy, lưu trù và làm nóng chất lóng. Đối với một số 
trường hợp, côc có mỏ hoặc bình Erlenmeyer là lựa chọn tốt, nhưng nêu bạn cân bịt kín vật chứa, thì 
việc đặt nút vào bình Erlenmeyer hoặc đậy bằng parafilm sẽ dé dàng hơn nhiều so với cách đậy cóc. 


MÀ че Чч ——4 


Hinh 1.3. Các binh Erlen khác thé tích 


Binh Erlenmeyer có nhiều kích cỡ. Giống như với cốc, những bình này có thé có hoặc không có đánh 
dâu thê tích. Chúng có độ chính xác trong khoảng 10%. 


3.4. Dia petri — Petri dish 


Dia Petri là một loại thủy tinh hinh trụ, nóng, duoc sử dung trong phòng thí nghiệm dé nuôi cây các 
vi sinh vật và té bào khác nhau (Hinh 1.4). Dé nghiên cứu các vi sinh vật như vi khuân và vi rút dưới 
sự quan sát tuyệt vời, điều quan trọng là phải giữ chúng cách ly với các loài hoặc yếu tó khác. Nói 
cách khác, đĩa Petri được sử dụng dé hỗ trợ sự phát triển của vi sinh vật. Một trong những cách hiệu 


quả nhất dé làm điều này là nhờ sự trợ giúp của môi trường nuôi cáy trong một vật chứa thích hợp. 
Đĩa petri là lựa chọn tốt nhất cho đĩa môi trường nuôi cấy. 


“м... — d 
lu  — ө P —— | 
| c— Y | 
` — -— Q = C 
47 — 
C 5 Е 
ann Те ИЕ 


Hinh 1.4. Dia petri thuy tinh 


Chiéc dia được phát minh bởi một nhà vi khuẩn học người Đức tên là Julius Richard Petri. Đĩa Petri 
không có gi đáng ngạc nhiên, được đặt theo tên của anh ta. Ké từ khi được phát minh, đĩa Petri đã trở 
thành một trong những thiết bị phòng thí nghiệm quan trọng nhất. Trong bài viết này của Science 
Equip, chúng ta sẽ tìm hiểu chỉ tiết cách sử dụng đĩa Petri làm phòng thí nghiệm thiết bị khoa học và 
các mục đích khác nhau của nó. 


3.5. Lam kính (slide) và lamen (coverslip) 


3.5.1. Slide 


Các lam kính hiển vi thường duoc làm bàng vói soda hoác thüy tinh borosilicat vói các canh mài 
hoặc đánh bóng (Hình 1.5). Một sô được làm từ nhựa đặc biệt và thạch anh nung cháy đôi khi được 
sử dụng cho kính hiên vi huỳnh quang. 


Các slide của kính hiển vi tiêu chuẩn có kích thước khoảng 75 x 25mm (3 x 1 in.) Và dày 1mm. Các 
kích thước mục đích đặc biệt khác có sẵn: 


75 x 50mm dé sử dụng địa chất 

46 x 27mm cho nghiên cứu thạch học 

48 x 28mm cho các phần mỏng 

Các trang trình bày chuyên biệt có sẵn ngoài các trang trình bày tiêu chuẩn, đơn giản: 


Trượt trọng lực hoặc hốc: Có một hoặc nhiều chỗ trũng hoặc giếng nông: được sử dụng để giữ các 
vật dày hơn, chât lỏng và cây mô 


Các góc được bo tròn: Đề tăng độ an toàn hoặc để sử dụng với kẹp trượt hoặc bảng chữ thập 
Trang trình bày graticule: Được đánh dấu bằng lưới để đếm các ước tính kích thước hoặc tham chiếu 
Làm mờ hoặc tráng men: Dé ghi nhãn 


Tráng: Đối với tính trơ hóa học, tăng cường độ bám dính của tế bào. 


Hinh 1.5. Lam kính 


3.5.2. Coverslip 


Các tám che lam kính có thé duoc dé hoàc dán vào lam kính dé bảo quản mẫu vật, làm chậm quá 
trình khô và tránh nhiêm bân (Hình 1.6). Có thê sử dụng chât dán kín thương mại, các chê phâm 
trong phòng thí nghiệm, sơn móng tay trong hoặc các chât kêt dính khác. 


Bìa mềm có nhiều hình dạng, kích thước và độ dày khác nhau; độ dày có thê ảnh hưởng đến độ phân 
giải và cường độ của hình ảnh. 


Hình 1.6. Tấm che lam kính 
3.6. Pipette 


Pipette là một dụng cụ phòng thí nghiệm được sử dụng dé do hoác chuyén mót luong nhó chát lóng, 
với thé tích mililit (mL), microlit (uL). Nó được sử dung trong nhiều quy trinh thí nghiệm trong hóa 
hoc, sinh hoc phàn tir (cóng nghé sinh hoc), khoa hoc y té, thí nghiém trong linh vuc khoa hoc tu 
nhién nói chung, phàn tích thuc phám và hóa chát, kiém tra và thanh tra an toàn thuc phám trong 
khám làm sàng. 


3.6.1. Các loại Pipette 


Pipette thủy tinh có khả năng kháng hóa chát tuyệt vời. Vi có thé khử trùng bằng nhiệt khó nén nó có 
thê được sử dụng nhiều lần bằng cách rửa và khử trùng tùy theo loại. Pipette nhựa như polystyrene 
về cơ bản là dùng một lần, do đó không mát thời gian làm sạch và các vật dụng được khử trùng trước 
rất tiện lợi trong việc ngăn ngừa ô nhiễm. Pipette thường được sử dụng để di chuyên một lượng nhỏ 
chất lỏng hoặc khi đo và phân phối chất lỏng theo đơn vị mL. Khi đo dưới 1 mL, Micropipette chính 
xác hơn và thân thiện với người dùng. 


3.6.1.1. Pasteur pipettes (unit/mL) 


Mót pipette làm bàng thüy tinh móng có dàu thuón nhon. Mót só báng nhua (Hinh 1.7). Chúng 
thường được thải bó sau khi sử dung dé ngăn ngừa khả năng nhiễm bán / lây nhiễm chéo và chủ yêu 
được sử dụng khi bạn muốn xử lý các dung dịch riêng lẻ, chăng hạn như chuyền môi trường và láy 
mẫu. 


Tương tự như với pipette Komagome, một bầu cao su thường được gắn vào đầu của pipette dé hoạt 
động như một máy bơm đê hút và xả chât lỏng. Nó thích hợp đê di chuyên một lượng nhỏ chât lỏng 
không cân đo chính xác. 


Hình 1.7. Pasteur Pipettes 
3.6.1.2. Komagome pipettes (uni/mL) 


Nó được làm bằng thủy tinh hoặc nhựa, có một phần phình tròn gần đầu của thân pipette dé phân tán 
bọt khí trong chất lỏng và có thể đo chất lỏng có bọt một cách an toàn (Hình 1.8). Một bầu cao su 
thường được gắn vào đầu của pipette dé hoạt động như một máy bơm dé hút và xà chất lỏng. Các 
loại dung tích 2 mL, 5 mL là phó biến. 


Hinh 1.8. Komagome pipettes 


3.6.1.3. Measuring pipettes (unit/mL) (i.e. Serological Pipettes, Mohr Pipettes / Graduated Pipettes) 


Pipette tháng duoc làm bàng thüy tinh hoác nhua vói thé tích táng dàn, duoc dánh dáu doc theo óng 
và có thé do chát lóng khá chính xác (Hinh 1.9). Trước đây, phuong pháp sử dung pipette này là đặt 
miệng trực tiếp vào đầu mở của pipette phía trên dé hút chất lỏng giông như ông hút (một phương 
pháp được gọi là "pipette miệng"), tuy nhiên, phương pháp này có tiềm ân nguy cơ vô tình nuốt phải. 
Hiện nay, các loại pipette này thường được sử dụng với bơm pipette tự động (bộ điều khiển pipette), 
hoặc thiết bị hút cao su (pipette an toàn), đặc biệt là trong các trường hợp xử lý thuốc thử và / hoặc 
dich vi khuán có khả năng gây hại / nguy hiểm. 


Hinh 1.9. Measuring pipettes 
Tùy thuộc vào chiều dài và quy mô của pipette mà có các kiểu thiết kế pipette sau. 


° Pipette đo ngắn. Pipette đo chiều dài ngắn dễ dàng cầm nắm và sử dụng với bộ điều khiển 
pipette. 

° Pipette được chia độ đến tận cùng của đầu tip. Các pipette do này được hiệu chuẩn sao 
cho giọt chất lỏng cuối cùng cần được thói ra khỏi đầu tip dé cung cáp toàn bộ thé tích 
của pipette. 


Pipette được chia độ dé phân phối. từng phần. Các pipette đo lường này không có vạch chia thể tích 
đến tận cùng của đầu tip và yêu cầu phân phối dung dịch có kiểm soát giữa vạch điền phía trên và 
vạch phía dưới dự định, và giọt chất lỏng cuối cùng không được thôi ra ngoài. tiền boa. 


3.6.1.4. Volumetric pipettes 


Một pipette làm bằng thủy tinh và có một vạch chia độ duy nhất trên ống thủy tinh phía trên chỗ 
phình ra ở giữa (Hình 1.10). Mặc dù độ chính xác của phép đo chất lỏng tốt hơn so với các loại 
pipette đo lường khác, nhưng việc đo lường chính xác đòi hỏi một số kỹ năng. Trước đây, miệng 
được sử dụng để hút chất lỏng, nhưng hiện nay người ta sử dụng pipette tự động (bộ điều khiến 
pipette) hoặc thiết bị hút cao su (pipette an toàn) để đảm bảo an toàn. Nếu sau khi xả chất lỏng vẫn 
còn đọng lại trong đầu bình thì dùng tay làm ám phần phình ra dé không khí bên trong nở ra đây hết 
chất lỏng còn lại ra ngoài. 


Hình 1.10. Volumetric pipettes 
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3.6.1.5. Micropipette (Unit/uL) 


Pipette có thé do chất lỏng trong microlit (uL) với độ chính xác và được sử dụng phó biến nhất trong 
các thí nghiệm, nghiên cứu và phân tích trong lĩnh vực khoa học đời sống (Hình 1.11). Chúng hút và 
xả chất lỏng bằng cách dịch chuyền thể tích của không khí bằng chuyên động tháng đứng của một 
piston bên trong. Còn phân tiếp xúc với chất lỏng, đầu hút bằng nhựa dùng một lần chủ yếu được gắn 
vào đầu vòi pipette và sử dung. Có các loại âm lượng thay đổi có thé được điều chinh tự do trong 
phạm vi cài đặt và các loại có định có âm lượng được đặt trước. Cần phải kiểm tra và bảo dưỡng 
công suất định kỳ dé duy trì độ chính xác và độ lặp lại. Ngoài ra, các loại pipette có thể tích từ 1 mL 
hoặc 5 mL trở lên, có thé được gọi là macropipette cho thuận tiện. 


Hình 1.11. Bộ dụng cụ micropipette 


e Cấu tạo của micropippette (Hình 1.12) 
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Hinh 1.12. Các bó phám chính cua micropipette 


e Thao tác bàng micropipette 
a) Điêu chinh thé tích 


Thé tích chát lỏng được hút được thiết lập bằng cách sử dụng bộ hién thi thé tích. Các mặt só được tô 
màu đen hoặc đỏ dé biểu thị vi trí của dấu thập phân, tùy thuộc vào kiểu máy (Hình 1.13). Thé tích 
được đặt bằng cách xoay bánh xe lăn hoặc nút ân. Nút nhắn giúp cài đặt thé tích dé dàng và nhanh 


chóng hơn, đặc biệt là khi đeo găng tay. Có thể xoay bánh xe lăn dé từ từ đạt được cài đặt cần thiết. 
Đê có được độ chính xác tôi đa khi cài đặt âm lượng: 


o Khi giảm cài đặt âm lượng, hãy từ từ đạt đến cài đặt cần thiết, đảm bảo không vượt qua cài 
đặt. 


o Khi tăng cài đặt âm lượng, vượt qua 1⁄3 giá trị cần thiết rồi giảm từ từ dé đạt đến âm lượng, 
đảm bảo không vượt qua cài đặt. 


1] (0 (1 | 
ка E71 [2] 
(5) EN L5 ) 
1251 75Ш 125yL 
Р100 Р200 Р1 

0 (1) 0) 
7 EN 7 | 
5] [5] [L5] 
75uL 1251 0.75mL 


125mL 7.5mL 


Hình 1.13. Ví dụ mặt hiển thị thể tích 
b) Lắp đầu côn (tips) 


Đây phần giữ đầu tips vào đầu tips bằng chuyên động xoăn nhẹ dé đảm bảo liên kết chắc chán và kín 
hơi. 


c) Hút dung dịch 
1. Nhân nút nhân đến điểm dừng đầu tiên (nút này tương ứng với thê tích chất lỏng đã đặt) (Hình 
1.14). 


2. Giữ pipet thắng đứng và nhúng đầu hút vào chất lỏng Thả nút ấn từ từ và nhẹ nhàng (về vị trí trên 
cùng) dé hút thé tích chất lỏng đã đặt. Chờ một giây, thời gian tùy thuộc vào kiểu, sau đó rút đầu 
pipet ra khỏi chất lỏng. Bạn có thê lau bất kỳ giọt nào ra khỏi bên ngoài đầu bằng khăn lau y tế; tuy 
nhiên, nếu bạn làm như vậy, hãy cần thận đề tránh chạm vào lỗ của đầu tip. 


d) Phân phối dung dịch 


1. Đặt đầu mút vào thành bên trong của bình nhận (theo góc từ 10° đến 40°). 
2. Nhắn nút án từ từ và nhẹ nhàng đến điểm dừng đầu tiên. 


3. Chờ ít nhất một giây, sau đó nhấn nút nhân đến điểm dừng thứ hai dé đây hết chất lỏng còn sót lại 
khỏi đầu ống. Nhắn nút án xuống hoàn toàn và (trong khi tháo pipet) vẽ đầu hút dọc theo bé mặt bên 
trong của bình. 


4. Thả nút ân nhẹ nhàng. Đây đâu ra băng cách nhân mạnh vào đâu của nút đây. 


werl4.2T 


Second stop: TI: --- 


Hinh 1.14. So dó thao tác micropipette 
e Huóng dàn vé Pipetting tốt 


]. Dàm báo ráng bạn vận hành nút án chậm và tron tru. 
2. Khi hút, giữ đầu hút ở độ sâu không đổi bên dưới bề mặt chất lỏng (tham khảo bảng). 
3. Thay đổi đầu hút trước khi hút chất lỏng, mẫu hoặc thuốc thử khác. 


4. Thay đổi đầu tip nếu vẫn còn một giọt ở cuối đầu tip từ thao tác düng pipet trước đó. 
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5. Mỗi đầu tip mới nên được tráng trước bằng chất lỏng được dùng pipet. 
6. Chất lỏng không bao giờ được đi vào ngăn chứa đầu tip; đề tránh điều này: 
o nhấn và thả nút án từ từ và nhẹ nhàng, 
o không bao giờ lật ngược pipet, i 
o không bao giờ đặt pipet năm nghiêng khi có chat lỏng trong đâu. 
7. Nếu bạn sử dụng cùng một đầu tip với âm lượng lớn hơn, hãy rửa sạch đầu tip. 


8. Đối với dung môi dễ bay hơi, bạn nên làm bão hòa đệm khí trong pipet bằng cách hút và phân 
phôi dung môi nhiêu lân trước khi hút mẫu. 


9. Khi nhiệt độ của chất lỏng khác với nhiệt độ môi trường, hãy rửa sạch đầu tip nhiều lần trước khi 
sử dụng. 


10. Bạn có thê tháo đầu phun ra dé hút từ các ống rất hẹp. 


11. Sau khi dùng pipet hút axit hoặc các chất lỏng ăn mòn khác phát ra hơi, tháo bộ phận giữ đầu hút, 
rửa sach pít-tóng, vòng chữ O và bit kín băng nước cát. Đôi với kiêu P1000, hãy sử dung giá đỡ đâu 
tip cụ thé được trang bi bộ lọc dé tăng tuôi thọ của piston. 


12. Không dùng pipet hút chất lỏng có nhiệt độ trên 70 °C hoặc dưới 4 °C. Pipet có thé được sử dụng 
trong khoảng từ + 4 °C đên + 40 °C nhưng các thông sô kỹ thuật có thê thay đôi tùy theo nhiệt độ 
(tham khảo tiêu chuân ISO 8655-2 vë điêu kiện sử dụng). 

4. Một số nguyên tắc pha hóa chất 

4.1. Chất lượng của hóa chất 

là chất lượng dùng cho các thí nghiệm sinh học phân tử (molecular biology grade). 

4.2. Tiệt trùng 

Hóa chất được pha với nước cất hai lần và khử trùng ở điều kiện thông thường. Đối với một số hóa 
chât không thê thanh trùng băng nhiệt, việc thanh trùng được tiên hành với những phin lọc có đường 
kính lỗ lọc là 0,2nm hoặc 0,45um. 


4.3. Dung dich mẹ - Stock solution 


Các dung dich thuóng duoc pha và báo quán duói dang dàm đặc (dung dịch mẹ). Dung dịch mẹ được 
pha loãng với nước cát hai lân khử trùng dé dat nông độ cân mói lân sử dụng. 


4.4. Bao quán 
Dung dịch đã pha có thé bảo quản ở nhiệt độ phòng thí nghiệm, ở nhiệt đô 40°C hoặc nhiệt độ lạnh 


sâu — 20°C theo khuyến cáo cho từng loại hóa chất. Dung dich bảo quản ở — 20°С thường được phân 
thành những phân đọan nhỏ (aliquot). Môi lân sử dung chỉ cân giải đông một phân đoạn. 
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5. Một số thiết bị thí nghiệm 


5.1. Cân — Balance 


Hình 1.15. Cân điện tử 2 số 


Cần trong phòng thí nghiệm được sử dụng dé xác dinh chính xác khói luong hoác trong lượng của 
một vật phâm hoặc chât trong một phạm vi trọng lượng cụ thê và cho một khả năng đọc cụ thê. 
Chúng thường được sử dụng đề đo trọng lượng của một lượng nhỏ các chất tính bằng gam, miligam 
hoặc microgam. Thuật ngữ "cân" thường được sử dụng khi đê cập đên các dụng cụ tương tự có trọng 
lượng lớn hơn tính bằng kilôgam. 

Tùy thuộc vào ứng dụng của bạn, bạn phải chọn loại cân phòng thí nghiệm phù hợp nhất cho nhu cầu 
của bạn. Chúng bao gôm сап băng điện tử, cân phân tích, độ âm và cơ học. 


5.2. Khuấy từ 


Hình 1.16. Khuáy từ gia nhiệt 


Máy khuấy đĩa nóng hoặc máy khuấy từ đĩa nóng là một dụng cụ phòng thí nghiệm thường được sử 
dụng dé khuấy và làm nóng dung dịch đồng thời. Điều này giúp người thực hiện thí nghiệm tăng tốc 
độ phản ứng và hòa tan hợp lý chất tan trong dung môi. 
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5.3. Máy nước cất 


Hình 1.17. Máy nước cất 
Máy chưng cất nước trong phòng thí nghiệm, làm nóng nước thành pha hơi dễ bay hơi do đó tách nó 
khỏi các tạp chât không bay hơi. Trong khi các thuật ngữ khử ion và nước cât thường được sử dụng 
thay thê cho nhau, có sự khác biệt đáng kê về các loại tạp chât được loại bỏ khỏi môi loại. 


5.4. Máy tiệt trùng — Autoclave 


Hình 1.18. Máy tiệt trùng 


Nồi hấp còn được gọi là máy tiệt trùng bằng hơi nước, và thường được sử dụng cho các ứng dụng y 
tế hoặc công nghiệp. Nồi hấp là một loại máy sử dụng hơi nước dưới áp suất dë tiêu diệt vi khuẩn, vi 
rút, nắm và bào tử có hại trên các vật dụng được đặt bên trong bình áp suất. 
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5.5. Bé cách thủy — Water bath 


Hình 1.19. Bé cách thủy 
Bé cách thủy là một thiết bi thí nghiệm dùng dé ú mẫu ở nhiệt độ không đổi trong thời gian dài. Nồi 
cách thủy là nguôn nhiệt được ưa chuộng đê đun nóng các hóa chât dë cháy thay vì dùng ngọn lửa 
trân dé tránh bắt lửa. 


5.6. Tủ sấy — Oven 


1 
59 


Hình 1.20. Tủ sáy 


Tủ sáy, còn được gọi là lò thí nghiệm, được sử dụng dé khử trùng chát thải nguy hiểm sinh học, dụng 
cụ mô xẻ hoặc môi trường / thuốc thử cho các xét nghiệm vô trùng. Chúng cũng được sử dụng dé 
làm khô, sưởi ám, kiểm tra các ứng suất môi trường, chàng han nhu sự thay đôi về nhiệt độ, ánh sáng 
và độ âm. 
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5.7. Máy lắc ón định nhiệt — Shaking incubator 


Hình 1.21. Máy lắc ổn định nhiệt 


Tủ ấm lắc được thiết kế dé ú đồng thời và lắc hoặc khuấy mẫu. Chúng lý tưởng cho các thí nghiệm 
nuôi cây tê bào, sục khí và hòa tan tê bào hoặc các phòng thí nghiệm thực hiện các loại nghiên cứu 
này. 


5.8. Ти ú nhiệt — Incubator 


INCU-Line B 


Hinh 1.22. Tu ú nhiệt 


Tủ âm là một thiét bị dùng đê nuôi cây và duy trì nuôi cây vi sinh hoặc nuôi cây té bào. Tủ âm duy 
trì nhiệt độ, độ âm tôi ưu và các điêu kiện khác như hàm lượng СО» và oxy của bâu không khí bên 
trong. 


5.9. Tú cấy vô trùng — Clean bench 


Sentar 


Hinh 1.23. Tú cáy vô trùng 
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5.9. Tủ cấy vô trùng là bàn làm việc khép kín được kiểm soát để ngăn bụi bán trong không khí và 
môi trường xung quanh bám vào hoặc làm 6 nhiễm các vật dung đang làm việc. 


5.10. Máy ly tâm — Centrifuge 


2326-2010 2326-2420 2326-2420н 2326-4420 
20 x 10ml 24 x 1.5/2.0ml 24 x 1.5/2.0ml, 44 x 1.5/2.0ml 
Hermetically sealed 


Z326-0685-38 Z326-0650-HS Z326-1050 2326-2010 


6 x 85ml 6 x 50ml 10 x 50ml 20 x 10ml 


Hinh 1.24. Máy ly tám 


Máy ly tâm là một thiết bi trong phòng thí nghiệm được sử dụng dé tách chất lỏng, khí hoặc chát 
lỏng, dựa trên tỷ trọng. Sự phân tách được thực hiện băng cách quay một bình chứa vật liệu ở tôc độ 
cao; lực ly tâm đây các vật liệu nặng hơn ra bên ngoài bình. 

6. Quy trinh 1: Thao tác pha loãng 

6.1. Mẫu, hóa chát, dung cu 


° Hóa chát 


Dung dich CuSO4 1% 10 mL 
Nước cát 100 mL 
e Dụng cụ 

Ông nghiệm 5 ống 
Khay đựng ống nghiệm 1 cái 
Pipette thủy tinh 10 mL 1 cái 
Óng bóp cao su 1 cái 
Micropepette p1000 1 cái 
Hóp dàu tips p1000 1 hộp 


6.2. Thao tác 


Đặt 5 ống nghiệm vào khay đựng ống nghiệm. 


Dùng pipette thủy tinh cho 9 mL nước cất vào mỗi ống nghiệm. 
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Dùng micropipette cho 1 mL dung dịch CuSO4 1% vào ống nghiệm thứ nhất và lắc đều 
Dùng micropipette hút 1 mL dung dịch ở ống nghiệm thứ nhất chuyền sang ống nghiệm thứ 2. 
Lắp lại đến ống nghiệm thứ 5. 


Quan sát màu sắc các ông nghiệm. 
7. Dọn dẹp 


e Rua óng nghiệm bằng nước, lật ú úp lại trong khay đựng ống nghiệm và dé vào tủ sấy. 
e Rửa đầu tip bằng nước, bỏ vào ró nhựa riêng và dé vào tủ sấy. 

° Bỏ đầu tip mới vào hộp đầu tip cho đầy hộp. 

e Rửa pipette thủy tinh bằng nước, sau đó rửa lại bằng nước cất 2 lần và dé vào tủ sấy. 
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THÍ NGHIỆM 2: KÍNH ШЕК VI QUANG HỌC VÀ CÁCH SỬ DUNG 


1. Đọc 
Biology Laboratory Manual, 13th Edition bởi Darrell S. Vodopich và Randy Moore, trang 21-32. 
2. Mục tiêu 


Vào cuối bài tập này, bạn sẽ có thể: 
1. Xác định và giải thích chức năng của các bộ phận chính của kính hiền vi tháng. 
2. Vận chuyên, thao tác và lấy nét kính hiển vi đúng cách. 


3. Sử dụng kính hiển vi quang học dé kiểm tra các mẫu vật sinh học. 
3. Tổng quan 


Nhiều sinh vật và cấu trúc sinh học quá nhỏ đề có thé nhìn thấy bằng mắt thường. Các nhà sinh vật 
học thường sử dụng kính hiển vi quang học dé quan sát các màu vật nhu vậy. Kính hién vi quang hoc 
(light microscope) là mót hé thóng phói hop các tháu kính duoc sáp xép dé tao ra hinh апһ phóng to, 
có thé láy nét cüa màu vát. Kính hién vi quang hoc phóng dai (magnifies) mót màu vát, nghia là nó 
tăng kích thước biéu kiến của nó. Phóng đại bằng kính hién vi quang học thường đi kém với cải thiện 
độ phân giải (resolution), đó là khả năng phân biệt hai điểm là các điểm riêng biệt. Do đó, độ phân 
giải càng tốt thì hình ảnh hiển thị càng sắc nét. Khả năng phân giải của mắt không có trợ lực xấp xỉ 
0,1 mm (1 inch = 25,4 mm), nghĩa là mắt chúng ta có thé phân biệt hai điểm cách nhau 0,1 mm. Kính 
hiển vi quang học, được sử dụng đúng cách, có thê cải thiện độ phân giải gấp 1000 lần (tức là lên 0,1 
um). Khả năng phân biệt chỉ tiết cũng phụ thuộc vào độ tương phản (contrast), là sự khác biệt giữa 
phần sáng nhất và phần tối nhất của hình ảnh. Do đó, nhiều mẫu vật được kiểm tra bằng kính hiên vi 
quang học được nhuộm bằng thuốc nhuộm nhân tạo làm tăng độ tương phản và làm cho mẫu vật 
nhìn rõ hơn. Việc phát minh ra kính hién vi quang học có ý nghĩa vô cùng quan trọng đối với sinh 
học vì nó được sử dụng dé xây dựng lý thuyết tế bào và nghiên cứu cầu trúc sinh học ở cấp độ tế bào. 
Kính hiển vi quang học đã tiết lộ một thé giới mới rộng lớn đối với mắt và tâm trí con người. Ngày 
nay, kính hiển vi quang học là công cụ cơ bản nhất của nhiều nhà sinh vật học. 


3.1. Kính hiển vi quang học phức hợp 
Nghiên cứu và tìm hiểu các bộ phận của kính hiển vi quang học phức hợp điền hình trên Hinh 2.1. 


Kính hiển vi ánh sáng có hai, đôi khi ba, hệ thống: hệ thống chiếu sáng, hệ thống chụp ảnh, và có thé 
là hệ thông quan sát và ghi lại. 


18 


Thi kính Thang đo khoảng cách giữa đồng tử mắt 


(Cố định ở 10X) Ống kính 


2 €) 
22 (Sử dụng cờ lê Allen được cung cấp) 


Vòng điều th) << Quay số lấy nét trước được đơn giản hóa 
ói tụ ; 
zi Khung kính hién vi 


2 L sa 
Мат xoay gắn vật kính —— ð —=——— 
Vật kính 3» 
Qm NC 


J 


Vít kep óng 


г Chốt cố định vi trí 
Giá đỡ mẫu 


Chốt cố định vị trí Công tắc 


Núm điều chỉnh 
điều sáng khẩu độ 


Núm điều chỉnh 
cường độ ánh sáng 


— 1 
ШР 


V 


Vòng chinh màn 
сһап sáng 


Bàn dé màu 


Núm chinh tinh 
(thứ cấp) 


=s SE 
Giá dë màng lọc М 
Đặt màng lọc 45 mm trên đây i У 
Vòng đặt màng điều sáng X-axis Núm chuyển vị trí ngang 


Núm chỉnh thô (sơ 
cấp) 


Y-axis Númb chuyển vị trí dọc 
Hình 2.1 Các bộ phận chính của kính hiển vi 
3.2. Hệ thống chiếu sáng 


Hệ thống chiếu sáng, tập trung ánh sáng vào mẫu vật, thường bao gồm nguồn sáng, thấu kính tụ điện 
và màng chán điều sáng. Nguón sáng là một bóng đèn nằm ở đáy của kính hién vi. Nguồn sáng chiếu 
sáng mẫu vật bằng cách truyền ánh sáng qua một phần mỏng, gần như trong suốt của mẫu vật. Tụ 
quang, nằm ngay bên dưới mẫu vật, tập trung ánh sáng từ nguón sáng vào mẫu vật. Ngay bên dưới tụ 
quang là màng điều sáng của tụ quang, một vòng có khía hoặc cần gạt có thể đóng mở dé điều chinh 
lượng ánh sáng chiếu tới mẫu vật. Khi màng điều sáng mở, hình ảnh sẽ sáng; khi đóng lại, hình ảnh 
sẽ bị mờ. 


3.3. Hệ thống hình ảnh 


Hệ thống hình ảnh cải thiện độ phân giải và phóng đại hình ảnh. Nó bao gồm vật kính và thấu kính 
mắt (thị kính) và một ống kính. Vật kính là ba hoặc bốn thấu kính được gắn trên một măm quay. Mỗi 
vật kính là một loạt các thấu kính giúp phóng đại hình ảnh, cải thiện độ phân giải và hiệu chỉnh 
quang sai trong hình ảnh. Cấu hình phô biến nhất cho kính hién vi dành cho học sinh bao gồm bốn 
vật kính: độ phóng đại thấp (4X). độ phóng đại trung bình (10X), độ phóng đại cao (40X) và soi dầu 
(100X). Sử dụng vật kính soi dầu cần có hướng dẫn đặc biệt, như được giải thích trong Sử dụng vật 
kính soi dầu (100X) và Thí nghiệm 3 để nghiên cứu vi khuẩn. Dé tránh làm hỏng kính hiên vi của 
bạn, không sử dụng vật kính soi dầu trong quá trình thực hành này. Công suất phóng đại của mỗi vật 
kính được khắc trên mặt bên của thấu kính (ví dụ: 4X). Thị kính là thấu kính mà bạn nhìn qua. Kính 
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hiển vi có một thị kính là kính hiển vi một mát và kính hién vi có hai thị kính là kính hiền vi hai mát. 
Thị kính thường phóng đại hinh ảnh lên 10 lần. Thân kính hiển vi là một vỏ kim loại dé ánh sáng 
truyền qua ống nhòm. Trong kính hiển vi có ống thân uốn cong và ống nhòm nghiêng, ống thân chứa 
gương và lăng kính chuyền hướng ánh sáng tới ống nhóm. Giai đoạn này có định tám kính mà mẫu 
vật được găn trên đó. 


3.4. Hệ thống xem và ghỉ 

Hệ thống xem và ghi, nếu có, sẽ chuyên dói bức xạ thành hình ánh có thé xem được và / hoặc vĩnh 
viên. Hệ thông xem và ghi hình thường bao gôm một máy ảnh hoặc màn hình video. Hâu hêt các 
kính hiên vi học sinh không có hệ thông quan sát và ghi lại. 


3.5. Sử dụng kính hiễn vi phức hợp đứng (upright compound microscope) 


Mặc dù độ phóng đại tối đa của kính hiển vi ánh sáng không tăng đáng кё trong thé kỷ trước, việc 
ché tạo và thiết kế kính hiển vi ánh sáng đã cải thiện độ phân giải của các mẫu mới hơn. 


Xoay măm quay để gắn vật kính | Đặt mẫu lên bàn dé mẫu. Xoay núm trục X và núm trục Y 
10X đê di chuyên mẫu vật vào đường 
ánh sáng 


#Đảm bảo măm quay sẽ dừng lại 
băng một tiêng tách rõ ràng. 


Bật công tắc thành “Т” (BẬT) và | Xoay các núm điều chỉnh thô và | Điều chỉnh khoảng cách đồng tử. 
điêu chỉnh độ sáng băng núm điêu | tinh đê đưa mẫu vào tiêu cự. 
chỉnh cường độ ánh sáng. 


7 8 9 
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Điều chỉnh vòng hội tụ. Canh giữa trường sáng. Điều chỉnh khẩu độ màng chắn và 
màng chăn trường sáng. 


3.6. Sử dụng vật kính soi ди (100X) 


#Hãy đảm bảo sử dụng dầu soi được cung cấp. 
1. Tập trung vào mẫu bằng cách chuyền vật kính từ công suất thấp nhất sang công suất cao nhất. 


2. Trước khi đặt vật kính soi dầu vào đường dẫn ánh sáng, hãy nhỏ một giọt dầu soi được cung cấp 
với mô hình kết hợp vật kính 100X lên mẫu vật tại khu vực cần quan sát. 


3. Xoay măm quay đề gắn vật kính soi dầu, sau đó lấy nét bằng núm điều chỉnh tinh. 


# Vì bọt khí trong dầu sẽ ảnh hưởng đến chất lượng hình ảnh, hãy đảm bảo rằng dầu không có 
bọt. Dé loai bó bong bóng, xoay mám quay dé di chuyên vật kính soi dâu qua lại một vài lân. 


4. Sau khi sử dụng, loại bỏ dầu khỏi vật kính phía trước băng cách lau bằng gạc hơi âm với hỗn hợp 
ete (70%) / cồn (30%). 


#Thận trọng khi sử dụng dầu soi 
Nếu dầu SOI thám vào mắt hoặc dính vào da, hãy áp dung ngay cách xử ly sau. 
Mắt: Rửa sạch bằng nước ngọt (trên 15 phút) Da: Rửa sạch bằng nước và xà phòng. Khi biểu 


hiện của mắt hoặc da của bạn bị thay dói hoặc vẫn tiếp tục đau, hãy hỏi ý kiến bác sĩ ngay lập 
tức. 


3.7. Bảo quản kính hién vi 


Kính hiên vi là công cụ manh mé để hiểu sinh học. Tuy nhiên, chúng cũng đất tiền, dë vỡ và cần 
được chăm sóc đặc biệt. Khi bạn sử dụng kính hiên vi, hãy luôn thực hiện những điêu sau đê đảm 
bảo hiệu quả hoạt động và chăm sóc tôi ưu: 


e Luôn mang kính һіёр vi của ban thắng đứng bằng cả hai tay — một tay đặt dưới dé và tay kia 
quanh cánh tay của kính hiên vi. 

e Luôn bắt đầu bằng cách làm sạch thị kính và vật kính bằng giấy thấu kính. 

e Luôn bắt đầu quan sát với vật kính công suất thấp. 

e Nếu ban chuyền sang vật kính công suất cao, hãy xoay vật kính vào đúng vi trí một cách cần 
thận. Không bao giờ ép vật kính vào đúng vị trí. Nếu vật kính tiếp xúc với mẫu, hãy dừng lại 
và bắt đầu lại quá trình quan sát của bạn với vật kính công suất thập. 

e Sau khi chuyên sang vật kính công suất cao, luôn chi sử dụng ống vi cáp dé láy nét hình ảnh. 

° Khi bạn đã hoàn thành công việc của mình với kính hiên vi, hãy lau sạch các vật kính băng 
giấy lau vật kính, quấn dây điện an toàn xung quanh cánh tay của kính hiển vi và đưa kính 
hiển vi của bạn về nơi cất giữ. 
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4. Quy trinh 1: Quan sát màu 


1. Lấy kính hiển vi ra khỏi tủ và mang nó tháng đứng bằng một tay nám vào cánh tay và tay kia của 
bạn đỡ kính hiên vi bên dưới dé của nó. Đặt kính hiên vi của bạn trên bàn trước mặt bạn. Không sử 
dụng khăn giấy hoặc Kimwipes dé lau thấu kính của kính hiển vi; chúng có thể làm xước ống kính. 
Chỉ lau thấu kính bằng giấy lau thấu kính. 


2. Căm kính hiên vi và bật nguôn sáng. 


3. Nếu nó chưa ở đúng vị trí, hãy xoay ống kính cho đến khi vật kính có công suất thấp nhất (4X) 
phù hợp với nguồn sáng. (Vật kính 4X thường được gọi là “vật kính quét” vì nó cho phép người 
dùng quét các khu vực lớn của mẫu vật). Luôn bắt đầu kiểm tra các trang trình bày với vật kính có 
công suất thấp nhất. 


4. Xác dinh vị trí ống sơ cáp ở mặt bên của kính hién vi. Tùy thuộc vào loại kính hiển vi mà bạn 
đang sử dụng, ống sơ cấp di chuyền ống kính (có vật kính) hoặc bàn để mẫu để tập trung các thấu 
kính vào mâu vật. Chỉ xoay một phần của ống sơ cấp sẽ di chuyền ống kính (có vật kính) hoặc bàn 
để mẫu một khoảng cách tương đối lớn. Chỉ nên sử dụng điều chỉnh thô khi bạn đang xem mẫu vật 
bằng vật kính 4X hoặc 10X. 


5. Nếu kính hiển vi của bạn là hai mắt, hãy điều chỉnh khoảng cách giữa hai mắt để phù hợp với 
khoảng cách giữa các đồng tử của bạn. Nếu kính hiển vi của bạn là một mắt, hãy mở cả hai mát khi 
sử dụng kính hién vi; điều này sẽ làm giảm căng thắng cho mắt của bạn. Sau khi thực hành một chút, 
bạn sẽ bỏ qua hình ảnh nhận được không nhìn qua thị kính. 


6. Điêu chỉnh cường độ ánh sáng đê tạo sự thoải mái và chât lượng hình ảnh. Lây nét một mẫu vật 
băng cách sử dụng các bước sau: 


a. Cắt một mẫu giây báo in có chữ e. Đặt miếng giây trên lam kính và có định băng miếng che lamen. 


b. Đặt lam kính nằm ngay bên dưới vật kính có công suất thấp nhất và ở phía bên phải. Nó phải được 
đặt chính giữa 10 trên sân khâu. 


c. Xoay ống sơ cáp dé di chuyền vật kính trong vòng 1 cm so với bàn đặt mẫu (1 cm = 0,4 in). 

d. Nhìn qua thị kính với cả hai mắt mở. 

e. Xoay ống sơ cấp (tức là nâng vật kính hoặc hạ thấp tiêu cự) cho đến khi thấy chữ e. Nếu bạn 
không nhìn thấy hình ảnh, chữ e có thê bị lệch tâm. Đảm bảo rằng e nằm ngay bên dưới vật kính và 
bạn có thể nhìn thấy một điểm sáng xung quanh e. 

f. Xoay ống vi cáp dé láy nét và đạt được hình ảnh sắc nét nhất. 

g. Điều chỉnh màng điều sáng của tụ quang sao cho độ sáng của ánh sáng truyền qua mang lại tầm 
nhìn tôt nhât. 

g. Quan sát chữ cái, sau đó xoay таш quay dé căn chỉnh vật kính 10X để kết thúc việc quan sát của 
bạn. Không sử dụng vật kính ngầm dâu. 


5. Dọn dẹp 

° Bỏ mẫu giây báo vào túi rác. 

e Rửa lam kính và miéng che lamen băng nước, bỏ vào rô nhựa riêng và dé vào tủ sây. 
e Dùng giây lau vật kính lau thị kính và các vật kính sử dụng. 

e Cat kính hiên vi vào vi trí cũ trong tủ kính. 
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THÍ NGHIỆM 3: QUAN SÁT TÉ BÀO NHÂN SƠ VÀ NHÂN THỰC 


1. Đọc 

Biology Laboratory Manual, 13th Edition bởi Darrell S. Vodopich và Randy Moore, trang 33-50. 
2. Mục tiêu 

Vào cuối thí nghiệm này, bạn sẽ có thé: 


e Hiểu được su khác nhau giữa sinh vật nhân sơ và sinh vật nhân thực và xác định cấu trúc đặc 
trưng của từng loại. 

e _ Chuẩn bị một lam kính ướt dé xem các té bào bằng kính hiển vi phức hợp. 

e Giái thích chức năng của các bào quan trong tế bào nhân thực có thê nhìn thấy bằng kính hiển 
vi ánh sáng. 

e Kiểm tra cấu trúc của té bào và xác định xem nó là từ thực vật hay động vật. 

e Quan sát các đại diện của vi khuẩn, thực vật, và động vật. 


3. Tóng quan 


Tế bào là đơn vị co bản của cơ thé sóng vì chúng thực hiện tất cả các quá trình mà chúng ta gọi 
chung là “sự sống”. Tất cả các sinh vật đều được cấu tạo từ các tế bào. Mặc dù hầu hết các tế bào 
riêng lẻ chỉ có thé nhìn thấy với sự hỗ trợ của kính hiên vi, một số có thé dài hàng mét (ví dụ: tế bào 
thần kinh) hoặc lớn bằng một quà cam nhỏ (ví dụ: lòng đỏ của trứng đà điều). Bất chấp những khác 
biệt này, tất cả các tế bào đều được thiết kế giống nhau và có chung các tính năng cơ bản. 


Tế bào học là nghiên cứu về cấu trúc và chức năng của tế bào. Các công cụ chính của các nhà tế bào 
học là kính hiển vi quang học, kính hiển vi điện tử và hóa học tế bào. Bằng cách nghiên cứu cầu trúc 
giải phẫu của tế bào, chúng ta có thé tìm ra manh mối về cách thức hoạt động của tê bào. 


Trong phòng thí nghiệm hôm nay, bạn sẽ nghiên cứu một số tính năng và sự khác biệt giữa các tế 
bào sóng. Trước khi thực hiện bài tập này, hãy xem lại các nét chung về cấu trúc và chức năng của tế 
bào trong sách tham khảo. 


3.1. Tế bào nhân sơ — Prokaryotic cell 


Vi khuân và vi khuẩn lam là sinh vật nhân sơ (Hình 3.1), và sự đa dạng của chúng là đáng ké (> 
5000 loài). Sinh vật nhân sơ không chứa nhân có màng hoặc bất kỳ bào quan (organelles) có màng 
nào khác. Các bào quan là những сац trúc có tô chức của các đại phân tử có chức năng chuyên biệt 
và năm lơ lửng trong tế bào chất. Tế bào chất của sinh vật nhân sơ được bao bọc trong một màng 
sinh chất (màng tế bào, plasma membrance) và được bao bọc bởi một thành tế bào (cell wall) nâng 
đỡ được bao phủ bởi một nang (capsule) sền sệt. Các Lông roi (tiên mao, flagella) và lông tơ mọc ra 
gọi là pili thường gặp ở sinh vật nhân sơ; roi được sử dụng dé di chuyén, và pili duoc sú dung dé gán 
mót só loai vi khuán lên bé mặt hoặc dé trao dói vật chát di truyền với các vi khuẩn khác. Bên trong 
tế bào chất là các ribosome (cấu trúc nhỏ tham gia vào quá trình tổng hợp protein) và các vùng 
nhân (nơi tập trung DNA). Sinh vật nhân sơ không sinh sản hữu tính nhưng chúng có cơ chế tái tô 
hợp di truyền. 
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Hinh 3.1. Cấu trúc của té bào vi khuẩn. Vi khuẩn thiếu màng nhân. Tát cá các té bào nhân sơ (vi 
khuẩn) đều có vùng nucleoid, ribosome, màng sinh chát, tế bào chất và thành tế bào, nhưng không 
phải tắt cả đêu có roi (1500X). Nhiéu tế bào vi khuẩn được bao bọc bởi một nang sên sệt và có pili 

cũng như lông roi. 


Hầu hết vi khuẩn nhỏ hơn nhiều so với vi khuẩn lam và không chứa chát diệp luc. Sữa chua là một 
nguồn giàu chát dinh dưỡng cho vi khuẩn. Các tế bào vi khuán tạo ra hầu hết sữa chua là 
Lactobacillus, một loại vi khuẩn thích nghi để sống nhờ đường sữa (lactose). Lactobacillus chuyên 
sữa thành sữa chua. Sữa chua có tính axit và giữ được lâu hon sữa. Trong lịch sử, Lactobacillus đã 
được sử dụng ở nhiều nơi trên thế giới bởi những người thiếu lactase, một loại enzyme phân hủy 
lactose. Nhiều nền văn hóa Trung Đông và Châu Phi sử dụng sữa chua dễ tiêu hóa hơn trong chế độ 
ăn uống của họ thay vì sữa. 


3.2. Tế bào nhân thực — Eukaryotic cell 
Tế bào nhân thực có cấu trúc phức tạp hơn tế bào nhân sơ. Mặc dù một số đặc điểm của tế bào nhân 
so có trong tê bào nhân thực (ví dụ, ribosome, màng tê bào), tê bào nhàn thực cũng chứa một sô bào 


quan không có trong tế bào nhân sơ (Bảng 3.1). 


Bảng 3.1. Một vài điểm khác biệt chính giữa tế bào nhân sơ và tế bào nhân thực và giữa tế bào thực 
vật và động vát. 


EE Té bào nhân thuc 
Tê bào nhàn so ^ ^ A 
Động vật Thực vật 

Câu tạo bên ngoài 

` Дуу Tón i (pr in- sA £ X " 
Thành té bào а po Thiêu văng Tôn tại 

polysaccharide) 
Màng tê bào Tôn tại Tôn tại Tôn tại 
А š XR A š 2 RR UN . Thiéu văng trừ bào tử 
Lông roi Có thê tôn tại (mạch đơn) | Có thê tôn tại HEN 5 
một vài loài 

Câu tạo bên trong 
Lưới nội chât Thiêu văng Thường tôn tại Thường tôn tại 
Ribosomes Tón tai Tón tai Tón tai 
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Vi óng Thiéu váng Tón tai Tón tai 

Trung thé Thiéu vắng Tôn tại Thiéu vắng 

Bộ máy Golgi Thiếu văng Tôn tại Tôn tại 

Các bào quan khác 

Nhân Thiếu văng Tôn tại Tôn tại 

Ti thê Thiéu vắng Tôn tại Tôn tại 

Lục lạp Thiệu vắng Thiệu văng Tôn tại 

Nhiễm sắc thể Một mạch đơn DNA i RUC UOD DINAS Là л ung 
protein protein 

Không bào Thiéu vắng Thiéu vắng hoặc nhỏ Thường 1 không bào to 


Tế bào nhân thực chứa nhân có màng và các bào quan khác (Hình 3.2, Hình 3.3). Hạt nhân chứa vật 
chất di truyền của tế bào và kiểm soát quá trình trao đổi chất. Tế bào chất tạo thành chất nën của tế 
bào và được chứa bởi màng sinh chất. Trong tế bào chất có nhiều loại bào quan. Lục lạp là bào quan 
có màu xanh lục hình elip trong tế bào thực vật. Lục lạp là nơi thực hiện quá trình quang hợp trong tế 
bào thực vật và có màu xanh lục vì chúng có chứa chất diệp lục, một sắc tó quang hợp có khả năng 
thu nhận năng lượng ánh sáng. Ti thể là bào quan có trong tế bào động thực vật. Các bào quan này là 
nơi dién ra quá trình hô hấp hiếu khí. Khi quan sát bằng kính hiển vi ánh sáng thông thường, ti thê rất 
nhỏ, tối và thường khó nhìn thấy. Tất cả các vật chất và bào quan chứa trong màng sinh chất được 
gọi chung là nguyên sinh chất. 
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Hình 3.2. Cấu trúc của tế bào động vát. Tế bào được bao bọc bởi một màng sinh chát hai lớp chứa 
phospholipid và protein. Nhân chứa DNA nhiêm sắc thê và được bao bọc bởi một lớp vỏ nhân có 
mang kép. Các trung tâm tô chức các sợi hình thoi trong quá trinh phân chia té bào. Lưới nội chát 
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(ER) là mót hé thóng các màng bén trong té bào. ER thô có nhiều ribosome và ER tron có ít 
ribosome hon. Mitochrondria là nơi diễn ra quá trình hô hấp oxy hóa và tổng hợp ATP. Vi nhung 
mao là những hình chiếu của tế bào chất làm tăng diện tích bê mặt của một só tế bào động vật 
chuyên biệt. Các phức hợp Golgi là các túi và túi phẳng có chức năng thu thập và đóng gói các chất 
được tạo ra trong té bào. Ribosome là tập hợp của rRNA và protein tạo ra protein. Lysosome chứa 
các enzym quan trọng trong việc tái chế các mảnh vụn của tế bào. 


Nucleus: 
Area where most of 
the genetic material ] 
is organized and KE 
"egressa : _—- molecules into and 
Double membrane nu Š 
that encloses the out of the nucleus. е | 
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in movement. sorting, and secretion 
of lipids and proteins. 


Hình 3.3. Cấu trúc của té bào thực vật. Нди hét các tế bào thực vật trưởng thành đêu chứa các 
không bào trung tâm lớn, chiếm phần lớn thể tích của tế bào. Tế bào chất thường là một lớp mỏng 
giữa không bào và màng sinh chát. Tế bào chát chứa các bào quan của tế bào. 


Nắm men Saccharomyces cerevisiae là một loại sinh vật đơn bào. Có kích thước từ 7 — 10 иш. Tế 
bào nắm men có hình cầu hoặc hinh trứng. Sinh sản vô tính bằng càch náy chòi, ngoài ra còn có thé 
sinh sản hữu tính. Nắm men được ứng dụng trong công nghệ lên men rượu, côn, bia, bánh mì. Hiên 
nay, chúng được sử dung như một công cụ đắc lực dë mang các DNA tái tó hợp phục vụ cho sản 
xuất các sản phẩm thế hệ mới của kỹ thuật di truyền (Artificial chromosomes — Nhiễm sắc thể nhân 
tạo). 


4. Quy trình 1: Quan sát té bào vi khuẩn 


1. Đặt một giọt sữa chua nhỏ lên lam kính hiển vi. 


27 


2. Trộn một lượng nhỏ sữa chua này với một giọt nước, thêm một lamen và kiểm tra sữa chua bằng 
kính hiên vi quang học. Xem lại thí nghiệm 2. 


5. Quy trình 2: Quan sát tế bào hành 


1. Cắt nhỏ một củ hành tím và loại bỏ một lá thịt. 

2. Lập ngược lại và loại bỏ phần mỏng của biểu bì bên 
trong được hình thành tại điêm đứt (Hình 3.4). 

3. Đặt mô biểu bì này vào một giọt nước trên lam kính 
hiên vi, đặt một lamen lên lam kính và quan sát mâu băng 
kính hiên vi quang học. Luôn Баѓ đâu kiêm tra với độ 
phóng đại thâp nhât. Xem lại thí nghiệm 2. 


4. Ở vật kính 40X, ta tìm kiếm: Hình 3.4. Chuẩn bị lớp biểu bì hành 


e Vách tế bào — một đường ngăn cách giữa hai tế 
bào cạnh nhau tạo thành. 

e Nhân có thể xuất hiện hình tròn ở phần trung tâm của tế bào. 

e Té bào chát — nằm ở xung quanh nhân và sát màng tế bào. 

e Không bào - là những khoảng trống trong tế bào chát, rất khó nhận biết vì không bào thường 
chứa dày dịch tế bào nên không phân biệt được ranh giới giữa tế bào và tế bào chất. (Có thể 
phân biệt rõ hơn nếu nhỏ một giọt nhỏ dung dịch neutral red 0,1% vào mép của lamen. Đề 
thám dung dịch, hãy giữ mép của một mảnh khăn giấy nhỏ ở mép đối diện của lamen và nó 
sẽ rút bớt chất lỏng. Điều này sẽ làm cho màu đỏ trung tính chảy ra trên hành tây và không 
làm xáo trộn mô dưới lamen). 


6. Quy trình 3: Quan sát tế bào Lẻ bạn (Tradescantia discolor L'Hér) và lục lạp 


1. Lây một lá non ở đâu cành của cây Lẻ bạn. 


2. Dùng đầu kim mũi mác lách nhẹ và bóc lấy một lớp mỏng biểu bì mặt dưới lá. Đặt lớp biểu bì 
trong một giọt nước trên lam kính hiên vi, đặt một lamen lên lam kính và quan sát màu băng kính 
hiên vi quang học. Xem lại thí nghiệm 2. 


3. Kiểm tra lam kính bằng kính hiển уі. Ó vật kính 40X, ta tìm kiếm: 


e Vách tế bào — có hình dạng đều đặn mà bạn nhìn thấy là các tế bào được bao quanh bởi thành 
tế bào chủ yếu làm bằng xenlulo 

° Màng sinh chất — nằm ngay bên trong thành tế bào. 

e Lục lap – xuất hiện dưới dạng hình cầu màu xanh lục có kích thước vừa phải trong tế bào 
(dạng quả sung). Hãy nhớ rằng một tế bào là không gian ba chiều và một số lục lap có thé che 
khuất những tế bào khác. 

e Không bào — chiếm khoảng 90% thé tích của một tế bào trưởng thành. Nó có nhiều chức 
năng bao gồm lưu trữ các phân tử hữu cơ và vô cơ, ion, nước, enzym và các chất thải. 

e Nhân - có thé dé dàng nhìn thấy hoặc không. Nhân thường được gắn vào thành tế bào nhu 
một hình cầu màu xám mờ có kích thước bằng lục lạp hoặc lớn hơn. Nhuộm các tế bào bằng 
một giọt iót có thê tăng cường nhân. Nếu sự chuẩn bị của bạn đặc biệt tốt, một lõi nhân có thê 
được nhìn thấy dưới dạng một điểm dày đặc trong nhân. 
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7. Quy trình 4: Quan sát té bào người 


1. Nhẹ nhàng cạo bên trong má bằng đầu tăm bông vô trùng. 


2. Khuáy các mảnh vun vào một giọt nước trên lam kính hiên vi. Уй bỏ tăm đã qua sử dụng vào hộp 
đựng. 


3. Nhỏ lên vét trải 1 — 2 giọt thuốc nhuộm xanh methylene, đặt một lamen lên lam kính và quan sát 
mâu băng kính hiên vi quang học. Xem lại thí nghiệm 2. 


4. Kiểm tra lam kính bằng kính hiền vi. Ở vật kính 40X, ta tìm kiếm: 
e Thé Barr — do sự vón cục của 1 NST X gây ra khi trong té bào có từ 2 NST X trở lên. Nó 
được tính băng công thức: Só NST X = sô thé Barr + 1. Nêu ở cơ thê bình thường thì ở nam 


giới không có thể Barr, nữ giới có 1 thể Barr. Ý nghĩa của việc xét nghiệm thể Barr: Chân 
đoán giới tính trước sinh, chân đoán hội chứng Turner và Klinefelter. 


8. Quy trình 5: Quan sát tế bào nắm men 


1. Nhỏ một giọt nước cất lên lam kính hiên vi. 
2. Ho que cấy trên đèn cồn đến khi đầu que đỏ dé khử trùng. 


3. Dùng que cây chạm vào khóm nâm men trong ông nghiệm, sau đó hòa trộn vào giọt nước cât trên 
lam kính, đặt một lamen lên lam kính và quan sát mâu băng kính hiên vi quang học. 


4. Kiêm tra lam kính băng kính hiên vi. Ở vật kính 40X, ta tìm kiêm tê bào nâm men. 

9. Dọn dẹp 

e Во giây báo vào túi rác. 

e Rửa lam kính và miéng che lamen băng nước, bó vào rô nhựa riêng và dé vào tủ sây. 


e Dùng giấy lau vật kính lau thị kính và các vật kính sử dụng. 
e Cât kính hiên vi vào vi trí cũ trong tủ kính. 
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THÍ NGHIỆM 4: QUAN SÁT QUÁ TRÌNH NGUYÊN PHÁN VÀ GIÁM PHÁN 


1. Đọc 
Biology Laboratory Manual, 13th Edition bởi Darrell S. Vodopich và Randy Moore, trang 153-174. 
2. Mục tiêu 


Vào cuối thí nghiệm này, bạn sẽ có thé: 

1. Mô tả các sự kiện liên quan đến chu kỳ tế bào, nguyên phân, giảm phân. 
2. So sánh và đôi chiếu giảm phân và nguyên phân. 

3. Nhuộm và kiểm tra nhiễm sắc thê trong tế bào nguyên phân. 


4. Phân biệt các giai đoạn của quá trình nguyên phân trên các lam đã chuẩn bị của tế bào giảm phân. 
3. Tóng quan 
3.1. Quá trình nguyên phân 


Sự phát triển của các sinh vật bao gồm phát triển tế bào, sao chép tế bào và chuyên biệt hóa tế bào để 
duy tri sự sống. Tắt cả các hoạt động này là một phần của một tập hợp các sự kiện lặp lại được gọi là 
chu kỳ tế bào. Một đặc điềm chính của chu kỳ tế bào là sao chép tế bào, và một đặc điểm chính của 
sao chép tế bào là nguyên phân. Nguyên phân là sự sao chép và phân chia nhân của tế bào nhân thực 
dé chuẩn bi cho quá trinh tạo té bào. Trong quá trình nguyên phân, các nhiễm sắc thể trong tế bào 
được sao chép bởi các enzym và sau đó tách thành hai bộ giông hệt nhau - mỗi bộ sau đó được bao 
quanh bởi một màng nhân. Mỗi nhân trong số hai nhân mới có một bộ nhiễm sắc thể đầy đủ chứa 
một bản sao của tất cả các thông tin di truyền cho sinh vật. Tế bào nhân sơ thiếu nhân và không trải 
qua quá trình nguyên phân. Thay vào đó, chúng sao chép nhiễm sắc thé và sau đó phân chia một nửa 
trong một quá trình được gọi là trực phân. 

Nguyên phân thường gắn liền với quá trình tạo tế bào, sự phân chia tế bào và tế bào chất thành hai 
nửa mà môi nửa chứa một nhân. Ở một số mô, quá trình tạo tế bào bị trì hoãn hoặc hoàn toàn không 


xảy ra, và Các tế bào là đa nhân. Nguyên phân và phân chia tế bào chất rất quan trọng vì chúng cung 
cấp một cơ chế cho sự phát triển có trật tự của các sinh vật sống. 


3.2. Chu kỳ tế bào 
Bài tập này nhân manh các sự kiện liên quan đến nguyên phán, nhưng nguyên phân chỉ là một phần 


của chu kỳ tế bào (Hình 4.1). Phần còn lại của chu kỳ được gọi là kì trung gian và được chia nhỏ 
thành các giai đoạn phân chia tê bào chát (C), pha trông 1 (G1), pha tông hop (S) và pha trông 2 (G2). 
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Metaphase 


6, 
ШШ 5 FrInterphase 


G; 
Z] M——Mitosis 
ES] C —Cytokinesis 


Hinh 4.1. Chu kỳ tế bào được mô tả như một vòng tròn. Pha trồng thứ nhất, G1, liên quan đến sự 
tăng trưởng và chuẩn bị cho quá trình tổng hợp DNA. Trong pha S, một bản sao của bộ gen được 
tổng hợp. Pha trồng thứ hai, G2, chuẩn bị cho tế bào cho quá trình nguyên phân. Trong quá trình 
nguyên phán (M), các nhiễm sắc thể đã sao chép được phân chia. Phân chia tế bào chát chia té bào 
thành hai tế bào có bộ gen giống hệt nhau. 


Chu kỳ tế bào bắt đầu với sự hình thành của một tế bào mới và kết thúc bằng sự nhân lên của tế bào 
đó. Pha G1 của chu kỳ tế bào xảy ra sau nguyên phân và tế bào, và là khi phần lớn hoạt động của tế 
bào cho các chức năng của tế bào Xảy Ta. Nhiều protein dành riêng cho tế bào và các phân tử khác 
được tao ra cho quá trình trao đổi chất của té bào trong pha G1. Trong pha S, các phân tử DNA kéo 
dài được sao chép. Các bản sao DNA đóng xoắn lại để tạo thành các cấu trúc nhỏ gọn được gọi là 
nhiễm sắc thé có thé dễ dàng nhìn thấy bằng kính. hién vi ánh sáng. Vào cuói pha S, mói nhiém sác 
thé bao góm mót cáp chuói DNA nhiém sác thé gióng hét nhau, duoc goi là nhiém sác tir chi em, gắn 
ở tâm động. Trong pha G2, các phân tử và cấu trúc cần thiết cho quá trình nguyên phân được tông 
hợp. 


Nguyên phân (pha M) thường kéo dài dưới 10% thời gian của chu ky tế bào, thường kéo dài từ 10 
đến 30 giờ. Các té bào đang phân chia tích cực chăng han nhu các tế bào trong các mô phát triển 
nhanh chóng có thé dành hơn 10% thời gian của chúng cho quá trình nguyên phân, trong khi các tế 
bào tĩnh như tế bào xương hoặc tế bào thân kinh có thê hiểm khi bước vào pha M. Phân chia tế bào 
chất có thê bắt đầu trong quá trình nguyên phân nhưng rất thay đổi về chiều dài và thời gian. Các mô 
như sợi cơ vân và một sô sợi tảo, có thê trải qua quá trình nguyên phân mà không cần tế bào và tạo ra 
các tế bào đa nhân. 


3.3. Các giai đoạn và sự kiện chính trong quá trình nguyên phân 


Nguyên phân (1) phán tách vật chất di truyền được nhân đôi trong thời gian xen kë thành hai bộ 
nhiễm sắc thể giông hệt nhau và (2) tái tạo lại một hạt nhân dé chứa mỗi bộ. Kết quả là, nguyên phán 
tạo ra hai nhân giống hệt nhau từ một. О động vật, nguyên phân xảy ra ở các tế bào cơ thé (tức là 
không có giới tính). 
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Nguyên phân theo truyền thống được chia thành năm giai đoạn: kì đầu, kì trước giữa, kì giữa, kì sau, 
kì cuối. Các sự kiện thực tế của quá trình nguyên phân không rời rạc mà diễn ra theo một trình tự liên 
tục; việc tách nguyên phân thành năm giai đoạn chỉ đơn thuần là thuận tiện cho việc thảo luận và tó 
chức của chúng ta. Trong các giai đoạn này, các cầu trúc quan trọng của tế bào được tổng hợp và 
thực hiện cơ chế nguyên phân. Ví dụ, trong tế bào động vật, hai trung tâm vi ống được gọi là trung 
thé chứa các trụ của vi ống được gọi là trung tử, chúng sẽ sao chép khi bắt đầu nguyên phân. Các cặp 
trung thé di chuyền xa nhau và tạo thành một trục của các vi ống chứa protein giữa chúng được gọi là 
các vi sợi phân cực. Các trung tử tiếp tục di chuyên ra xa nhau cho đến khi chúng tới các cực đối 
diện của tế bào và có một câu nối góm các vi ông duoc gọi là thoi уб sắc (hay thoi phân) kéo dài 
giữa chúng. Các vi ông kinetochore găn vào kinetochore của mỗi nhiễm. sắc thể, là một phức hợp 
gồm các protein liên kết với tâm động. Các сар nhiễm sắc tử chị em sắp xếp tại điểm giữa của tế bào 
trên một mặt phăng tưởng tượng được gọi là tám kì giữa (hay mặt phăn xích đạo). Ở các Cực của tế 
bào, các trung thể tạo ra một loạt các уі ông ra bên ngoài cùng với thoi vô sắc. Các vi ống này có 
định các trung tâm chống lại màng tế bào. Sự sắp xếp này của các vi ống tỏa ra từ trung tâm được gọi 
là mảnh hình sao với các vi ống ở trung tâm. Các tế bào thực vật thiếu các trung tử và mảnh hình sao, 
nhưng các sợi trục vẫn hình thành giữa các cực đối diện của tế bào. 


Điều thú vị là các tế bào động vật bị tước đi các trung tâm vẫn sẽ hình thành một thoi уб sắc. Các 
nhiễm sắc thé cuối cùng sẽ tự ' phân bó trên thoi vô sắc và được di chuyền và phân tách vé các cực đối 
diện. Sự phân bó của các nhiễm sắc thé cũng sẽ xảy ra nếu tế bào là đơn bội (tức là có một bộ nhiễm 
sắc thé duy nhất). Té bào sinh dưỡng của nhiều sinh vật như nám là đơn bội chứ không phải lưỡng 
bội (có bộ nhiễm sắc thé kép). Tuy nhiên, các bước của quá trình nguyên phân giống như đối với tế 
bào lưỡng bội. 

Hiểu được chuyền động của nhiễm sắc thé là rất quan trọng dé hiểu được nguyên phân. Bạn có thé 
mô phỏng những chuyền động này một cách dé dàng với các mô hình nhiễm sắc thé được làm bằng 
ống hút hoặc que kem. Đây là một thủ tục đơn giản nhưng có giá trị. Nó sẽ đặc biệt hữu ích khi bạn 
so sánh các sự kiện của nguyên phân với các sự kiện của meiosis, mà bạn sẽ mồ phỏng trong bài tập 
tiếp theo. Lưu ý rằng một nhiễm sắc thé bao gồm tất cả các sợi DNA được gắn vào tâm động. Một 
nhiễm sắc thể được sao chép có hai chuỗi DNA, nhưng nó vẫn được coi là một nhiễm sắc thé. Khi 
các nhiễm sắc tử (chromatid) tách ra trong quá trình kì sau, nhiễm sắc thể được sao chép trở thành 
hai nhiễm sắc thẻ. 


3.4. Nguyên phân trong tế bào thực vật 


Mô hình của chúng tôi để nghiên cứu sự nhân lên của tế bào ở thực vật là đầu rễ của Allium 
ascalonicum (hành tím). Đầu rễ của thực vật có chứa mô phân sinh, là những khu vực cục bộ của quá 
trình phân chia tế bào nhanh chóng do sự phát triển tích cực ở các ngọn rë. Trong té bào thực vật, 
quá trình tạo tế bào bao gồm sự hình thành một vách ngăn gọi là tắm tế bào vuông góc với trục của 
bó máy thoi. Tám té bào hinh thành ở giữa té bào và phát triển ra ngoại vi. Nó sẽ tách hai tế bào mới. 
Điều thú vị là sự hình thành thoi vô sắc và các hệ thống vi ống khác trong tế bào thực vật và nắm 
được tó chức bởi các trung thể, như trong tế bào động vật. Nhưng tế bào thực | vật và nắm không có 
trung tử bên trong tâm thé. Vi vậy, chức năng và sự cần thiết của các trung tử vẫn còn là một bí án. 


3.5. Quá trình giảm phân 


Tình dục là một trong những quá trình được trải nghiệm và xem xét kỹ lưỡng nhất Của Sự sống. Các 
nhà sinh học biết răng tầm quan trọng của tình dục, và đặc biệt là giảm phân, là sự tái tổ hợp các gen 
của bố mẹ và đóng gói các gen này như một giao tử. Trong quá trình sinh sản hữu tính, một giao tử 
và các gen của nó được kết hợp với các gen và giao tử của bó me khác dé tao cho con cái mói nhüng 
tó hop di truyền mới. Sản xuất các tô hợp mới cho phép quần thể thích nghi với các điều kiện môi 
trường thay đổi. 
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Các nhiễm sắc thé trong nhân điền hình, nhân thực xảy ra thành từng cặp; nghĩa là các nhân là lưỡng 
bội (2n). Hai nhiễm sắc thể của một cặp được gọi là nhiễm sắc thê tương đồng và mỗi thể tương 
đồng của một cặp có các vị trí giống nhau, hoặc các locus, cho các gen giông nhau, mặc dù các gen 
tương đồng có thê mang các alen khác nhau tại các locus tương đồng. Một nhân, chẳng hạn như 
trong giao tử, chi có một nhiễm sắc thé của mỗi cặp tương đồng là đơn bội (n). 


Giảm phân tạo ra các hạt nhân con đơn bội. Giảm số lượng nhiễm sắc thê trong nhân của giao tử 
xuống chỉ còn một trong mỗi cặp là rất quan trọng vì nhân đơn bội này có thê dung hợp với một nhân 
đơn bội khác trong quá trình sinh sản hữu tính và khôi phục số lượng nhiễm sắc thể lưỡng bội ban 
đầu cho cá thé mới. 


Giảm phân, giống, như nguyên phân, được diễn ra trước sự sao chép của mỗi nhiễm sắc thé dé tao 
thành hai nhiễm sắc thé chị em gàn ở tâm động. Tuy nhiên, hai sự kiện không хау ra trong nguyên 
phân bao gồm giảm một nửa số lượng nhiễm sắc thể cuối cùng và tạo ra các tổ hợp di truyền mới. 
Giảm phân làm giảm số lượng nhiễm sắc thể trong hai kỳ phân ly nhiễm sắc thé được gọi là giảm 
phân I và II. Do đó, vật liệu di truyền được sao chép một lần ngay trước giảm phân nhưng lại phân 
chia hai làn trong quá trinh giám phán . Điều này phán bó một nửa só nhiễm sắc thé ban đầu (một 
trong mỗi cặp ban đầu) cho mỗi tế bào con. Tức là các hạt nhân là đơn bội. 


Dë tạo ra các tô hợp di truyền mới, mỗi nhiễm sắc thể (bao gồm hai nhiễm sắc tử chị em) ban đầu bắt 
cặp dọc theo chiều dài của nó với tương đồng của nó dé tao thành mót luóng tri (bivalent). Su két dói 
này cüa các nhiém sác thé tuong đồng được goi là tiếp hop, và bón nhiễm sắc thé trao đổi các đoạn 
tuong dóng cüa vát liéu di truyén duoc goi là các alen. Các alen là các trang thái thay thé cüa mót 
gen, cháng han nhu alen Loai A, alen Loại B hoặc alen Loại O, cùng xác dinh nhóm máu của một 
người. Su trao đổi vật chất di truyền này giữa các nhiễm sắc tử được gọi là sự lai chéo và tạo ra các 
tô hợp di truyền | mới. Trong quá trình lai giông không có sự tăng hoặc mắt vật chất di truyền. Nhưng 
sau đó, môi nhiễm sắc tử của nhiễm sắc thể chứa các đoạn (alen) khác nhau mà nó trao đổi với các 
nhiễm sắc thé khác. Các điểm gắn tạm thời của hai nhiễm sắc tử tại một điểm trao đổi gen được gọi 
là hình chéo. 


3.6. Các giai đoạn và sự kiện chính trong quá trình giảm phân 


Mặc dù giảm phân là một quá trình liên tục, chúng ta có thể nghiên cứu nó dễ dàng hơn bằng cách 
chia nó thành các giai đoạn giống như chúng ta đã làm đối với nguyên phân. Giảm phân và nguyên 
phân tương tự nhau, và các giai đoạn tương ứng của chúng là kì đầu, kì đầu giữa, kì giữa, kì sau, và 
kì cuối có nhiều điểm chung. Tuy nhiên, giảm phân mất nhiều thời gian hơn nguyên phân vì giảm 
phân bao gồm hai lần phân chia thay vì một. Hai giảm này được gọi là giảm phân I và giảm phân II. 
Các nhiễm sắc thể tương đồng được phân tách ở kỳ cuối của kỳ phân bào I và các nhiễm sắc thé tạo 
nên mỗi nhiễm sắc thể được phân tách trong kỳ phân bào II. Mỗi lần giảm liên quan đến các sự kiện 
của kì đầu, kì đầu giữa, kì giữa, kì sau, và kì cuối (hình 15.4). 


Trước thí nghiệm, hãy xem lại trong sách giáo khoa của ban các sự kiện liên quan đên từng giai đoạn 
của giảm phân, bao gôm giai đoạn chuân bi, giai đoạn giữa các giai đoạn. 


4. Quy trình 1: Quan sát và vẽ sơ đồ quá trình nguyên phân ở tế bào thực vật 
4.1. Mẫu, hóa chất, dụng cụ 


• Màu (đã chuẩn bị sẵn): chóp ré hành. 
• Hóa chất 


HCI1N 110 
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Nuóc cát 1binh 


Phám nhuóm Carmin 1% 110 
Glycerin 110 
e Dụng cụ 

Giấy thắm 

Lam kính hiền vi và lamen 1bộ 
Kim mũi giáo 1 cái 
Dĩa nhôm 1 cái 
Ông nhỏ giọt 1 cái 
Kính hiên vi quang học 1 cái 


4.2. Thao tác 
4.2.1. Phán thu máu (sinh vién khóng thuc hién) 


e Hành đỏ được trồng trên cát âm đến khi ré có độ dài chừng 0.5-1 cm. 
e Cát chóp ré 2 mm ( láy trong thời gian 10-13 giờ). 

e Có định mẫu trong dung dich Carnoy. 

e Sau đó rửa lại với còn 90°, mỗi lần 10 phút. 

e Giữ mẫu trong cồn 70°. 


4.2.2. Phân làm tiêu bản nhuộm tam thời 


• Lấy màu (2-3 chóp rễ) giữ trong cồn 709, rửa lại với nước cát. 

° Làm mèm rễ bằng HCI 1 N trong 15 phút, sau đó rửa với nước lại thật kỹ. 
e Nhuóm ré với 2-3 giot thuóc nhuóm Carmin trong 10-15 phüt. 

e Dùng kim mũi giáo làm bep mẫu với glycerin. 

e Quan sát ó dó phóng dai 40X 


4.3. Ghi nhán két quá 


Vë hình và chú thích té bào chóp ré hành ở các giai đoạn phân chia: kì đầu, kì đầu giữa, ki giữa, ki 
sau, và kì cuôi. 


5. Don dep 

e Во giây báo vào túi rác. 

e Rửa lam kính và miéng che lamen băng nước, bó vào rô nhựa riêng và dé vào tủ sây. 
e Dùng giây lau vật kính lau thi kính và các vật kính sử dụng. 

e Cât kính hiên vi vào vi trí cũ trong tủ kính. 
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THÍ NGHIỆM 5: THÀNH PHẢN HỮU СО CỦA TË BAO NHÂN THUC 


1. Đọc 


Biology Laboratory Manual, 13th Edition bởi Darrell S. Vodopich và Randy Moore, trang 59-72; 73- 
82. 


2. Mục tiêu 


Vào cuôi thí nghiệm này, bạn sẽ có thê: 


1. Thực hiện các xét nghiệm định tính dé phát hiện sự hiện diện của cacbohydrat, protein, lipid và 
sác tó quan trong vé mát sinh hoc. 


2. Giải thích tầm quan trọng của một đối chứng duong tính và âm tính trong các xét nghiệm sinh hóa. 
3. Sử dụng các xét nghiệm sinh hóa dé xác định một hợp chát chưa biết. 

4. Giải thích cách sử dụng sắc ký giấy dé tách các hợp chất ra khỏi hỗn hợp. 

5. Sử dụng sắc ký giấy dé tách các hợp chất hữu cơ ra khỏi hỗn hợp. 


3. Tổng quan 


Hầu hết các hợp chất hữu cơ trong co thé sóng là carbohydrate, protein, lipid hoặc axit nucleic. Mỗi 
đại phân tử này được tạo ra từ các tiểu đơn vị nhỏ hơn. Các tiêu đơn vị này được liên kết bằng cách 
phản ứng khử nước, là một quá trình đòi hỏi năng lượng, trong đó một phân tử nước bị loại bỏ và hai 
tiêu đơn vị được liên kết cộng hóa trị (Hình 5.1). Tương tự, việc phá vỡ liên kết giữa các tiểu đơn vị 
đòi hỏi phải bó sung một phân tử nước và giải phóng năng lượng. Quá trình giải phóng năng lượng 
này được gọi là quá trình thủy phân. 


Các tiêu đơn vị của đại phân tử được tô chức với nhau bằng liên kết cộng hóa trị và có cấu trúc và 
tính chất khác nhau. Ví dụ, lipid (được tạo thành từ axit béo) có nhiều liên kết C-H và tương đối ít 
oxy, trong khi protein (được tạo từ axit amin) có nhóm amin (—NH2) và nhóm cacboxyl (-COOH). 
Các tiêu đơn vị và nhóm đặc trưng này truyền các tính chất hóa học khác nhau cho các đại phân tử 
— ví dụ, monosaccharide như glucose là phân cực và hòa tan trong nước, trong khi lipid không phần 
cực và không hòa tan trong nước. 


Ho Xà à GH Ho H но Ө-н 
1. š 5x bước ` 


Hình 5.1. Tạo và phá vỡ các đại phân tử. (a) Tổng. hợp khử nước. Nhiéu đại phân tử sinh học là các 

polyme được hình thành bằng cách liên kết các tiéu đơn vị với nhau. Liên kết cộng hóa trị giữa các 

tiêu đơn vị được hình thành bằng cách tổng hợp khử nước, một quá trình thu thập năng lượng tạo ra 

một phân tử nước cho mỗi liên kết được hinh thành. (b) Thủy phân. Việc phá vỡ liên kết giữa các tiểu 

don vị doi hỏi sự trở lại của một phân tử nước với sự giải phóng năng lượng tiếp theo, một quá trình 
được goi là thủy phán 
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4. Các thí nghiệm đối chứng để xác định các hợp chất hữu cơ 


Các nhà khoa học đã phát minh ra một số thử nghiệm sinh hóa dé xác định các loại hợp chất hữu cơ 
chính trong cơ thể sống. Mỗi thử nghiệm này bao gồm hai hoặc nhiều phương pháp xử lý: (1) một 
dung dịch không biết (unknown solution) cần được xác định và (2) các đối chứng (control) để 
cung cấp các tiêu chuán dé so sánh. Nhu tên gọi của nó, một dung dịch không biết có thể chứa hoặc 
không chứa chát mà người điều tra đang có găng phát hiện. Phải tiến hành thử nghiệm cán trọng mới 
có thê phát hiện được thành phần trong đó. Ngược lại, các đối chứng là các dung dịch đã biết. Chúng 
tôi sử dụng các đối chứng đề xác thực rằng quy trình của chúng tôi chỉ phát hiện những gì chúng tôi 
mong đợi nó sẽ phát hiện và không có gì hơn. Trong quá trình thử nghiệm, chúng tôi so sánh phản 
ứng của dung dịch không biết với quy trình thử nghiệm đối với phản ứng của đối chứng đối với cùng 
quy trình đó. 


Đối chứng dương chứa biến mà bạn đang thử nghiệm; nó phản ứng dương tính và thê hiện khả năng 
phát hiện những gì bạn mong đợi của thử nghiệm. Ví dụ: nếu bạn đang kiểm tra protein trong các 
dung dịch không xác định, thì đối chứng dương thích hợp là dung dịch phải chứa protein. Một phản 
ứng duong tính cho thấy rằng thử nghiệm của bạn phản ứng như mong đợi; nó cũng cho bạn thấy 
một thí nghiệm dương tính trông như thế nào. 


Đối chứng âm không chứa biến mà bạn đang tìm kiếm. Nó chỉ chứa dung môi (thường là nước cất 
không có chất tan) và không phản ứng trong thử nghiệm. Đối chứng âm cho bạn biết kết quả âm tính 
trông như thé nào. 

Các bài kiểm tra bạn sẽ làm trong phòng thí nghiệm này là các xét nghiệm định tính. Điều này có 
nghĩa là các thử nghiệm sẽ cho biết liệu một chất cụ thể có trong mẫu hay không nhưng sẽ không cho 
biết lượng chất đó có mặt hay không. 


5. Carbohydrates 


Carbohydrate là các phân tử được tạo thành từ C, H và O theo tỷ lệ 1: 2: 1 (ví dụ: công thức hóa học 
của glucose là CeH:120e). Carbohydrate được tạo thành từ monosaccharide, hoặc đường don. Các 
monosaccharide ghép đôi tạo thành disaccharide - ví dụ, sucrose (đường ăn) là một disaccharide của 
glucose liên kết với fructose. Tương tự, liên kết ba hoặc nhiều monosaccharide tạo thành 
polysaccharide như tinh bột, glycogen hoặc cellulose. 


5.1. Quy trinh 1: Xác định tinh bột bằng phán ứng Iodine 


5.1.1. Muc tiéu 

Dé phát hién su có mát cüa các polysaccharid, chú yéu là tinh bót. 

5.1.2. Nguyén tác 

Thử nghiệm Iodine dựa trên thực tế là các ion polyiodide tao thành phức chát hấp phu có màu với 
các chuói xoăn của dư lượng glucose của amylase (xanh đen), dextrin (đen), hoặc glycogen (nâu đỏ). 
Monosaccharides, disaccharides, và polysaccharides phân nhánh như cellulose vẫn không màu. 
Amylopectin tạo ra màu vàng cam. 

Thuốc thử được sử dụng trong thử nghiệm Iodine là Lugol's iodine, là dung dịch nước của Iodine 
nguyên tô và potassium iodide (KI). 

Iodine riêng của nó không hòa tan trong nước. Bồ sung potassium iodine dẫn đến phản ứng thuận 
nghịch của ion iodine với iodine đê tạo thành ion triiodide, ёр tục phản ứng với phân tử iot dé tao 
thành ion pentaiodide. 
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Dung dịch iodine thí nghiệm có màu пап, trong khi ion iodide, triiodide, và pentaiodide ion không 
màu. 


Người ta quan sát tháy cấu trúc xoăn (cuộn dây hoặc lò xo) của chuỗi glucose là chìa khóa của thử 
nghiệm này. 


Hơn nữa, màu sắc thu được phụ thuộc vào độ dài của các chuỗi glucose. 
Các ion triiodide và pentaiodide được hình thành là tuyên tính và trượt bên trong câu trúc xoăn. 


Người ta tin rằng sự chuyên giao điện tích giữa chuỗi xoăn và các ion polyiodide dẫn đến sự thay đôi 
khoảng cách của các mức năng lượng, có thê hâp thụ ánh sáng nhìn thây, tạo cho phức chât có màu 
sắc. 


Cường độ màu giảm khi nhiệt độ tăng và sự hiện diện của các hợp chất hữu cơ dë hòa tan trong nước 
như etanol. 


Khi đun nóng, phức hợp amylase-iodine màu xanh lam phân ly nhưng được hình thành trở lại khi 
làm lạnh vì cầu trúc xoắn óc bị phá vỡ; do đó amylose mát khả năng liên kết iót và màu xanh lam. 


Màu xanh lam xuất hiện trở lại khi làm mát do khả năng liên kết iodine được phục hồi do láy lại cầu 
trúc xoăn. 


5.1.3. Mẫu, hóa chất, dụng cụ 
° Màu (đã chuẩn bị sẵn) 
Dung dịch giá (giã 10 cong giá vào 10 mL nước, lọc) 3mL 


Dung dịch hạt đậu xanh (giã 10 hạt đậu xanh đã ngâm 3 mL 
nước 1 giờ vào 10 mL nước, lọc) 


Dung dịch glucose 1% 3 mL 
Nước cất 3mL 
Dung dich tinh bót 196 3mL 


e Hóa chát 


Dung dich Lugol 296 110 

e Dụng cụ 
Ông nghiệm 5 ống 
Giá ống nghiệm 1 cái 
Pipette nhựa 1 cái 


5.1.4. Thao tác 


° Lấy 5 óng nghiệm sạch đặt trên giá đỡ ống nghiệm. 
e Cho 3mL mẫu vào trong ống nghiệm. 
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e Thêm 3-6 giọt dung dich Lugol vào mỗi ống nghiệm. 
5.2. Quy trình 2: Xác định đường khử bằng phản ứng Fehling 


5.2.1. Mục tiêu 

Dé phát hiện sự có mặt của cacbohydrat trong dung dịch. 
Đề phân biệt đường khử và đường không khử. 

5.2.2. Nguyên tắc 


Các carbohydrate có nhóm cacbonyl tự do hoặc có khả năng tự do (aldehyde hoặc xeton) có thể hoạt 
động như đường khử. 


Dung dịch Fehling's có màu xanh lam đậm và bao gồm đồng sunfat trộn với kali natri tartrat và chất 
kiêm mạnh, thường là natri hydroxide. 


Khi đun nóng, mẫu với dung dịch Fehling, phức chất bistartarocuprate (II) sẽ oxy hóa các aldose 
thành các aldonic acid tương ứng. 


Trong quá trình này, các ion copper (II) của phức chất bị khử thành kết tủa màu vàng hoặc đỏ không 
hóa tan hoặc cuprous (Т) oxide (Cu20) ion. 


Mặt khác, ketone bị oxy hóa để tạo ra các chuỗi acid ngắn hơn. 


Các ion tartrate ngăn cản sự hình thành Cu(OH)2 không hòa tan từ phản ứng của copper sulfate và 
sodium hydroxide có trong dung dịch băng cách tạo thành phức chát bistartarocuprate (II). 


Phúc hợp này giải phóng từ từ các ion cupric dé khử, do đó ngăn cản su hình thành cupric oxide màu 
den. 


Nếu dun nóng dung dich Fehling's mà không có đường khử thì tạo thành kết tủa den của cupric 
oxide. 


Fehling's solution 


i) Preparation of the solution: 


О OH 
° о°° Неа! 
CuSO,:5H;0 +NaOH + | o — rr  "Fehling's solution" 
OH O 

Copper (II) sulfate Sodium Potassium sodium 
pentahydrate hydroxide tartrate 

ii) Use in oxidation reaction о 

+ — + Cu¿O 
Cu?* (ditartrate complex) т 9 "m 
(red precipitate) 
Aldehyde Carboxylic 
acid 


5.2.3. Máu, hóa chát, dung cu 


° Màu (đã chuẩn bị sẵn) 
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Dung dich giá (giã 10 cong giá vào 10 mL nước, lọc) 3 mL 


Dung dịch hạt đậu xanh (giã 10 hạt đậu xanh đã ngâm nước 1 giờ vào 10 mL nước, 3mL 
lọc) 


Dung dịch glucose 1% 3 mL 
Nước cất 3mL 
Dung dich tinh bót 196 3mL 


e Нба chát 


Dung dich Fehling's: trón cüng thé tích hai dung dich A và B truóc khi sir dung 110 
Fehling's dung dich A: Hòa tan 7 g CuSO4.7H20 trong 100 mL nước cát 


Fehlings dung dich B: Hóa tan 24 g KOH và 34.6 g potassium sodium tartrate trong 
100 mL nuóc cát 


e Dungcu 


Óng nghiém 5 óng 
Giá ống nghiệm 1 cái 
Pipette nhựa 1 cái 
Bê cách thủy 


5.2.4. Thao tác 


° Lấy 3mL mẫu đã cho vào ống nghiệm khô, sach. Nóng độ của các mẫu thử phải là 5% (w/v). 

e Thêm khoảng 2-3 giọt thuốc thử Fehling's vào mỗi ống nghiệm và trộn bằng cách xoay ống 
nghiệm. 

e Giữ các ống nghiệm trong bé cách thủy khoảng 1-2 phút. 

e Quan sát và ghi lại sự xuất hiện của màu sắc trong các ống nghiệm. 


5.3. Quy trinh 3: Xác định cellulose bằng phản ứng Iodine và kính hién vi 


5.3.1. Mục tiêu 
Đề phát hiện sự hiện diện của cellulose trong mẫu. 
5.3.2. Nguyên tắc 


Cellulose là dạng carbohydrate phức tạp, cầu tạo từ sự trùng hop của -glucose, là cấu tạo chính của 
thành tế bào thực vật. Bản chất của cellulose sẽ không tạo màu được với iodine nhưng khi bị thủy 
phân bởi H2SO4 thành các phân tử nhỏ hơn gọi là hydrocellulose thì sé tạo màu xanh dương với 
iodine trong dung dịch Lugol. 
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5.3.3. Mẫu, hóa chất, dụng cụ 


° Màu (đã chuẩn bị sẵn): củ cải trăng 
e Hóa chât 


Dung dịch Lugol 2% 1lọ 

Dung dịch Н504 75% 1lọ 
e Dụng cụ 

Kim mũi giáo 1 cái 

Lam kính hiên vi và lamen 1 bộ 

Kính hiền vi 1 cái 


5.3.4. Thao tác 


e Dùng kim mũi giáo cắt một lát mỏng củ cải trắng, đặt lên lame, nhỏ 1 giọt dd Lugol lên mẫu. 

° Dùng giấy thám thám hết Lugol, đậy lamel lên mẫu. Sau đó nhỏ từ mép lamel H2SO4 75% dé 
thâm dân vào mâu củ cải (10 phút). 

e Quan sát dưới kính hién vi 10X, 40X và vẽ hình vách tế bào củ cải tráng 


6. Proteins 


Protein là những phân tử có cấu trúc rất linh hoạt được tìm thấy trong tất cả các dạng sống. Protein 
được tạo thành từ các axit amin, môi axit amin có một nhóm amin (—NH›), một nhóm cacboxyl 
(axit) (—COOH) và một chuối bên thay đôi (—R). 


6.1. Quy trình 4: Phản ứng Xanthoproteic 


Xét nghiệm Xanthoproteic là một xét nghiệm sinh hóa để phát hiện các axit amin có chứa nhóm 
phenolic hoặc indolic như phenylalanin, tyrosine và tryptophan (axit amin thơm). Thử nghiệm được 
đặt tên là thử nghiệm Xanthoproteic do sự tạo thành kết tủa màu vàng của axit xanthoproteic. Thuật 
ngữ ‘Xantho’ dùng dé chỉ “màu vàng”, vì vậy bài xét nghiệm thường được goi là Xét nghiệm Protein 
màu vàng. Thử nghiệm cho kết quả dương tính với các axit amin chứa vòng benzen hoặc các nhóm 
thơm khác. Thử nghiệm này là một thử nghiệm định tính chỉ cung cấp thông tin về sự có mặt hoặc 
không có mặt của các axit amin. 


6.1.1. Mục tiêu 

Đề phát hiện sự hiện diện của các axit amin chứa nhóm thơm như tyrosine và tryptophan. 
Đề phân biệt tyrosine và tryptophan với các axit amin khác. 

6.1.2. Nguyên tắc 


Thử nghiệm Xanthoproteic dựa trên thực tế là các nhóm thơm trong amino axit được nitro hóa bằng 
cách đun nóng với HNO» đặc để thu được dẫn xuất nitơ có màu vàng đậm. Tuy nhiên, khi thêm kiềm, 
phần dư chuyền sang màu da cam do sự tạo thành muối ở dạng tautome của hợp chất nitơ. Các axit 
amin chứa vòng benzen như phenylalanin không cho kết quả duong tính với thử nghiệm này vì nhóm 
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phenyl trong phenylalanin rất bền, không phản ứng với axit nitric trong các điều kiện của thử nghiệm 
này. Tuy nhiên, phenylalanin có thê cho kêt quả dương tính sau một thời gian đun nóng. 


О О 
он! e ON OH 
NH -H20 NH 
HO j HO š 
Tyrosine dark yellow or orange color 

6.1.3. Máu, hóa chát, dung cu 

° Màu (đã chuẩn bị sẵn) 
Lòng trắng trứng (đã đánh, lọc qua giấy lọc) 2mL 
Mật ong 2mL 
Dung dich L-cystine 196 2mL 
Nuóc cát 2mL 
Nuóc dáu tráng 196 2mL 

e Hóa chát 
Nitric acid HNOs đậm đặc 2mL 
NaOH 3096 1mL 

e Dụng cụ 
Ông nghiệm 5 ống 
Giá ống nghiệm 1 cái 
Kẹp ống nghiệm 1 cái 
Đèn cồn 1 cái 
Ông bóp nhựa 1 cái 


6.1.4. Thao tác 


Lấy 5 ống nghiệm sạch và dé trên khay đựng. 

Cho 2 ml dung dịch mẫu vào trong ống nghiệm. 

Cho 2 mL nitric acid dàm đặc thêm vào mỗi ống nghiệm (có thê xuất hiện kết tủa trắng). 
Dùng kẹp ống nghiệm giữ ống nghiệm và đun nhẹ trên lửa đèn cồn đến khi dung dịch trong. 
Dé nguội ống nghiệm đến nhiệt độ phòng. 

Cho 1 mL dung dịch NaOH 30% vào mỗi ống nghiệm và quan sát sự chuyên màu. 
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6.2. Quy trinh 5: Phản ứng Biuret 


6.2.1. Mục tiêu 

Dé phát hiện protein trong dung dich đã cho. 
Đề chứng minh sự có mặt của liên kết peptide. 
6.2.2. Nguyên tắc 


Liên kết peptide hình thành giữa nhóm amin của một axit amin và nhóm cacboxyl của axit amin liền 
kë và được xác định bằng thử nghiệm Biuret. Cụ thể, các liên kết peptide (liên kết C-N ) trong protein 
tạo phức với Си?* trong thuốc thử Biuret và tạo ra màu tím. Cu?” phải tạo phức với bốn đến sáu liên 
kết peptide dé tạo ra màu; do đó, các axit amin riêng lẻ không phản ứng duong tính. Các polypeptide 
(protein) chuỗi dài có nhiều liên kết peptide và tạo ra phản ứng dương tính. Thuốc thử Biuret là dung 
dịch CuSO4 (đồng sunfate) 1%. Màu tím là một xét nghiệm dương tính đối với sự hiện diện của 
protein; cường độ của màu sắc liên quan đến số lượng liên kết peptide phản ứng. 


Thử nghiệm Biuret là một thử nghiệm hóa học được sử dụng để xác định sự hiện diện của liên kết 
peptide trong một chất. Nó dựa trên phản ứng biuret trong đó cấu trúc peptide chứa ít nhất hai liên 
kết peptide tạo ra màu tím khi xử lý bằng đồng sunfat kiềm. Khi có mặt trong dung dịch kiềm, ion 
đồng II có màu xanh lam có thể tạo phức với các liên kết peptide vì peptide có các cặp electron 
không chia sẻ trong nito và oxy của nước. Phức chất phối trí có màu được tạo thành giữa ion Cu2 + 
và oxy cacbonyl (>C=O) và amit nito (NH) của liên kết peptide. Khi phức chất này đã được hình 
thành, dung dịch chuyền từ màu xanh lam sang màu tím. Màu tím càng đậm thì số phức peptide - 
đồng càng cao. Phản ứng xảy ra trong bát kỳ hợp chát nào có chứa ít nhất hai nhóm HzN-C, H2N- 
CH»-, H2N-CS- hoặc các nhóm tương tự liên kết với nhau trực tiếp hoặc thông qua nguyên tử cacbon 
hoặc nitrogen. Một ion đồng có thê được liên kết với 6 liên kết peptide lân cận bằng các liên kết phối 
hợp. Cường độ của màu tỷ lệ thuận với số lượng liên kết peptide có trong phân tử protein đang tham 
gia phản ứng và cũng là số lượng phân tử protein có trong hệ phản ứng. 

Thuốc thử Biuret là dung dịch bao gồm natri hydroxide (NaOH) hoặc kali hydroxide (KOH), đồng 
(II) sunfate ngậm nước và kali natri tartrate. Natri hydroxide và Kali hydroxide cung cấp môi trường 
kiềm và kali natri tartrate được thêm vào chelate và do đó ón định các ion cốc trong dung dịch hoặc 
dé duy trì khả năng hòa tan của chúng trong dung dịch kiềm. 

2© 


Tat ат 
CCC ACC чы T 
HROHRO ib н 
| | II | | ll 2® b 
N-C-C-N-C-C + Cu — Cu 
| | " L 1 
H H H H Copper (11) H # А. H 
— n ditis S. d AI A tà 
eptide С=С С=С c= 
i IR | gy Hj y H 


Peptide-copper complex 
(Deep purple) 


6.2.3. Máu, hóa chát, dung cu 


° Màu (đã chuẩn bị sẵn) 
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Lòng trắng trứng (đã đánh, lọc qua giấy lọc) 2mL 


Mật ong 2mL 
Dung dịch L-cystine 1% 2mL 
Nước cất 2mL 
Nước đậu tráng 1% 2mL 


° Hóa chất 


NaOH 2.5% 2mL 
Dung dich Biuret 11o 

e Dungcu 
Óng nghiém 5 óng 
Giá ống nghiệm 1 cái 
Kẹp ống nghiệm 1 cái 
Ông bóp nhựa 1 cái 


6.2.4. Thao tác 


° Lấy 5 óng nghiệm sạch và dé trên khay đựng. 
e Cho 2 ml dung dich mẫu được lấy vào бпр nghiệm. 
e Cho 2 mL dung dich NaOH 2.5% thêm vào mỗi ống nghiệm. 
e Cho 3 giọt dung dịch Biuret vào mỗi ống nghiệm và quan sát sự chuyền màu. 
7. Lipids 
Lipid bao gồm nhiều loại phân tử hòa tan trong dung môi không phân cực như ether, axeton, 


methanol hoặc ethanol, nhưng không hòa tan trong dung môi phân cực như nước. Triglyceride (fat) 
là chât béo dôi dào được tạo thành từ glycerol và ba axit béo. 


7.1. Quy trình 6: Phan ứng Sudan III 


7.1.1. Mục tiêu và nguyên tắt 


Các thử nghiệm về lipid dựa trên khả năng hấp thụ chọn lọc các sắc tố của lipid trong thuốc nhuộm 
hòa tan trong chât béo như Sudan III. 


7.1.2. Mẫu, hóa chát, dụng cụ 


° Màu (đã chuẩn bị sẵn) 


Dung dịch đậu phóng (già 10 hạt đậu phóng trong 10 mL 1 mL 
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nuóc, loc) 


Mật ong 1 mL 
Dầu thực vật 1mL 
Nước cát 1mL 


• Hóa chát 


Dung dich Sudan III 2mL 
e Dungcu 

Óng nghiém 5 óng 

Giá ống nghiệm 1 cái 


7.1.3. Thao tác 


Lấy 5 ống nghiệm sạch và dé trên khay đựng. 

Cho 2 mL nước cất vào mỗi ống nghiệm 

Cho 1 mL mẫu vào ống nghiệm 

Nhỏ 2-3 giọt dung dịch Sudan III vào mỗi ống nghiệm, lắc đều và quan sát. 


8. Sắc ký 


Tế bào là hỗn hợp của các loại hợp chất hữu cơ. Các nhà sinh vật học mô tả đặc điểm và nghiên cứu 
các hợp chất này dé hiểu cách các sinh vật hoạt động. Điều này đòi hỏi các nhà sinh học phải tách 
các hợp chất, chẳng hạn như axit amin và nucleotide, khỏi hỗn hợp. Các nhà sinh học thường sử 
dụng phương pháp sắc ký dé tách hỗn hợp. Trong quy trình này, hỗn hợp được hòa tan trong chất 
lỏng di chuyên qua ma trận làm từ các vật liệu như hạt, giấy hoặc gel. Trong quá trình này, các phần 
khác nhau của hỗn hợp chuyền động với tốc độ khác nhau, khiến chúng tách rời nhau. Trong bài tập 
hôm nay, bạn sẽ sử dụng sắc ký giấy dé tách các hợp chất khỏi hỗn hợp. Các thủ tục rất đơn giản và 
mô hình hóa cách các kỹ thuật này được các nhà sinh học sử dụng trong nghiên cứu của họ. 


Ánh sáng phải được hấp thụ trước khi năng lượng của nó có thé được sử dụng. Chất hấp thụ ánh sáng 
là sắc tó. Các sắc tố quang hợp cơ bản hấp thụ ánh sáng để quang hợp là diệp lục a và b. Tuy nhiên, 
chất diệp lục không phải là sắc tó quang hợp duy nhất; các sắc tố phụ như carotenoids và 
xanthophylls cüng háp thu ánh sáng và truyén náng luong cho diép luc a. Trong suót müa xuán và 
müa hé, chát diép luc trong lá che di màu sác cua các sác tó phu, và lá có màu xanh luc. Tuy nhién, 
vào mùa thu, việc sản xuất chát diệp lục ngừng lai, và các sắc tó phụ trở nên nói bát nhu “màu sắc 
mùa thu” tuyệt đẹp của các loại cây như cây phong. 


8.1. Sắc ký giấy 
Các chất có thê được phân tách bằng cách phân chia chúng giữa pha tĩnh và pha động của sắc ký 
giấy. Pha tĩnh là các sợi giấy, và pha động là một dung môi hữu cơ di chuyên doc theo giấy. Quá 


trình phân tách bằng sắc ký giấy bắt đầu bằng cách bôi một mẫu lỏng lên một điểm nhỏ trên vạch 
gốc ở một đầu của mảnh giấy sắc ký. Cạnh của tờ giấy sau đó được đặt trong một dung môi. Khi 
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dung môi di chuyền lên giấy, bất kỳ phân tử mẫu nào hòa tan trong dung môi sẽ di chuyên theo dung 
môi. Tuy nhiên, một số phân tử chuyên động nhanh hơn những phân tử khác dựa trên khả năng hòa 
tan của chúng trong pha | bất động và lực hút của chúng đối với pha tĩnh. Các yếu tô cạnh tranh này là 
khác nhau đôi với các câu trúc phân tử khác nhau, do đó mỗi loại phân tử di chuyền với một tốc độ 
khác nhau và xảy ra ở một vị trí khác nhau trên sắc ký đồ thành phám. Khoảng cách của các điểm 
này từ điểm gốc được do và được sử dụng dé định lượng chuyên động của mẫu. Giá trị Rf thu được 
(hệ số làm chậm) đặc trưng cho một phân tử đã biết trong dung môi đã biết ở các điều kiện đã biết và 
được tính như sau: 


n Khoáng cách di chuyén của máu 
f ` Khoảng cách từ vi trí ban đầu đến pha động 
8.2. Quy trình 6: Sắc ký giấy xác định thành phần sắc tó quang hợp 


8.2.1. Mục tiêu 

Đề phát hiện sự hiện diện của các sắc tó quang hợp. 
Đề phân tách các sắc tố quang hợp bằng sắc ký giấy. 
8.2.2. Nguyên tắc 


Sắc ký giấy là kỹ thuật tách các hợp chất hòa tan như diép lục, caroten, xanthophyll. Khi một dung 
dịch của các chất màu này được áp dụng cho các dải giây, các chất màu sẽ hấp thụ vào các sợi của 
giấy. Khi đầu của giấy được nhúng vào dung môi, dung môi sẽ được hấp thụ và di chuyền lên trên 
giấy. Khi dung môi di chuyền qua vị trí của các chất màu được áp dụng, các chất màu sẽ hòa tan 
trong dung môi chuyển động. Tuy nhiên, không phải lúc nào các chất màu cũng theo kịp với dung 
môi chuyển động — một số chất màu di chuyên gân nhu nhanh nhu dung môi, trong khi nhüng chát 
màu khác di chuyên châm hon. Su chuyên động khác biệt này của các sắc tó là kết quả của khả năng 
hòa tan của từng sắc tố và khuynh hướng đặc trưng dé dính (tức là bị háp phu) vào các sợi xenlulo 
của giấy. Kích thước phân tử, độ phân cực và độ hòa tan của sắc tố quyết định độ bền của khuynh 
hướng này; Các sắc tố bị háp phu manh di chuyền chậm, trong khi các sắc tố bi háp phu yêu di 
chuyền nhanh nhất. Do đó, mỗi sắc tó có một tóc độ di chuyền đặc trưng, và các sắc tố có thé tách rời 
nhau. Trong quy trinh 13.1, bón dài màu sẽ xuất hiện trên dải - dải màu vàng của xanthophylls, dải 
màu vàng cam của carotenes, dải màu xanh lam của diệp lục a, và dải màu vàng xanh của diệp lục b. 


M = 


£a — 
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5 gil 1 — Pigment extract 
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khôn 


Hình 5.2. Bôi dung dịch sắt tó lên sắc ký giấy và | thiét ké thí nghiém. 
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8.2.3. Mẫu, hóa chất, dụng cụ 
Bảng 1. Mẫu (đã chuẩn bị sẵn) 


Dung dịch ớt xanh (giã 1 trái ót vào 10 mL nước, lọc) 1mL 
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Dung dich ót xanh (già 1 trái ót vào 10 mL nuóc, loc) 1 mL 
Bảng 2. Hóa chất 
Pha động (trộn petroleum ether:acetone tỉ lệ 9:1) 2mL 


Bảng 2. Dụng cụ 


Giấy sắc ký 1tờ 
Pasteur pipet 1 bó 
Cóc thüy tinh 1 cái 


8.2.4. Thao tác 


e Nhận một giấy sắc ký phòng thí nghiệm của bạn. Xử lý giấy theo các cạnh của nó dé dầu trên 


ngón tay của bạn không làm bân giây. 


e Dùng pipet Pasteur dé bôi một dải chiết xuất thực vật cách đầu tờ giấy khoảng 2 cm. Dé khô vết 


sọc và lặp lại ít nhất 10 lần. 


° Cho giấy sắc ký vào ống nghiệm chứa 2 mL dung môi pha động. Đặt giấy sắc ký sao cho đầu dải 
(nhưng không phải đầu dải của dịch chiết thực vật) ngập trong dung môi. Bạn có thể làm điều 
này bằng cách móc dải giấy bằng một chiếc ghim cám vào nút đậy của Ống. 

° Giữ cho cốc đậy kín và không bị хао trộn trong quá trình di chuyển của dung môi. 

• Lấy dải sắc ky ra khi mặt trước của dung môi cách đầu dải trong vòng 1 cm (tức là sau 2-3 phút). 
Đánh dấu vị trí của dung môi phía trước bằng bút chì và đặt dải sang một bên dé khô. 

° Dung thước dé đo khoáng cách từ góc sắc tô đến trước dung môi và từ góc đến từng dài sắc tó. 


Tính số Rf cho mỗi sắc tố. 


O 


. Dọn dẹp 


Во giây vào túi rác. 


Cát kính hiển vi vào vi trí сй trong tú kính. 


Bỏ đầu tip mới vào hộp đầu tip cho đầy hộp 
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Cất các dung dịch dùng chung lại vị trí cũ, kiểm tra đúng só luong ban dàu. 


Rửa ống nghiệm bằng nước, lật ngược lại vào khay đựng ống nghiệm và dé vào tủ sấy. 
Rửa các cốc thủy tinh đã sử dụng và để vào tủ sấy. 
Rửa lam kính và miếng che lamen bằng nước, bỏ vào ró nhựa riêng và dé vào tủ sấy. 
Dùng giấy lau vật kính lau thị kính và các vật kính sử dụng. 


Rửa đầu tip bằng nước, bó vào ró nhựa riêng và dé vào tủ sấy. 


THÍ NGHIỆM 6: VẬN CHUYÊN QUA MÀNG 


1. Doc 
Biology Laboratory Manual, 13th Edition bói Darrell S. Vodopich và Randy Moore, trang 95-108. 
2. Mục tiêu 


Vào cuối thí nghiệm này, bạn sẽ có thé: 
1. Xác định hướng và tốc độ khuếch tán tương đối của các phân tử có kích thước khác nhau. 


2. Dự đoán chiêu hướng và tôc độ thâm thâu ra vào tê bào được bao bọc bởi các môi trường nhược 
trương, ưu trương, đăng trương. 


3. Mô tả các dung dịch nhược trương, ưu trương và đẳng trương ảnh hưởng như thế nào đến thê tích 
và tính toàn vẹn của tê bào máu và tê bào thực vật. 


4. Quan sát và ghi nhận hiện tượng co và phản co nguyên sinh. 


5. Cách xác dinh nóng độ dung dich dáng trương dựa trên sự thay đổi kích thước mô. 
3. Tổng quan 


Tất cả các phân tử hiển thị chuyên động nhiệt ngẫu nhiên, hoặc động năng; đây là lý do tại _sao một 
phân tử hòa tan có xu hướng di chuyển xung quanh trong một dung dịch. Chuyển động ngẫu nhiên 
này là không đôi, nhưng chuyền động ròng của các phân tử từ vùng có nông độ cao đến vùng có 
nồng độ thấp tiếp tục cho đến khi sự phân bố của các phân tử là đồng nhất trong toàn bộ dung dịch. 
Ví dụ, khi thuốc nhuộm hòa tan trong một binh chứa nước, thuốc nhuộm sẽ phân tán. Tốc độ phân 
tán phụ thuộc vào nhiệt độ và nóng dó cüa thuóc nhuóm, kích thuóc cüa các phân tử thuốc nhuộm, 
nhiệt độ và mật độ của dung môi. Bát Кё tỷ lệ này, thuốc nhuộm cuối cùng sẽ tự phân tán đồng nhất 
trong toàn bộ dung dịch. Điều này dễ dàng được minh họa bằng cách nhỏ một giọt hoặc tinh thể 
thuốc nhuộm vào một cốc nước (hình 9.1). Sự khuếch tán rất quan trọng đối với sự hấp thụ oxy trong 
quá trình thở và sự phân phối các chát dinh dưỡng và muối vào và ra khói té bào của chúng ta. 


3.1. Khuyết tán 


Trong hệ thống sinh học, các chất thường di chuyền qua các dung dịch và qua màng theo một hướng 
có thể đoán trước được. Sự chuyền động có hướng, thụ động này của các phân tử là sự khuếch tán 
(hình 9.2). Mỗi hơi thở bạn hít vào sẽ cân bằng một cách hiệu quả lượng oxy nạp vào và loại bỏ 
carbon dioxide theo quy luật khuếch tán (hình 9. 3). Hướng của sự khuếch tán phụ thuộc vào gradient 
nóng dó, nhiét và áp suát. Cu thé, các phân tử khuếch tán từ khu vực có nồng độ, nhiệt và áp suất cao 
đến khu vực có nông độ, nhiệt và áp suất thấp. Tốc độ khuếch tán được xác định bởi độ dốc của 
gradient và các đặc điểm khác của phân tử cụ thể được đề cập, chăng hạn như kích thước, độ phần 
cực hoặc độ hòa tan của nó. Nhiệt độ, áp suất và nồng độ đều ảnh hưởng đến sự khuếch tán, nhưng 
nhiệt độ và áp suất tương đối không đổi trong hầu hết các hệ thống sinh học. Do đó, nồng độ thường 
là yếu tố dự đoán tốt nhất về hướng khuếch tán của một chát. Nhưng hãy nhớ rằng nhiệt độ và độ dốc 
áp suất cũng có thể ảnh hưởng đến sự khuếch tán. Không nơi nào có sự tác động lẫn nhau giữa các 
độ khuếch tán, thâm thấu, và các độ phân giải nồng độ chất tan thanh lịch và quan trọng hơn ở chức 
năng thận. Xem lại trong sách giáo khoa cách thận của bạn giúp duy trì cân bằng nước và muối trong 
cơ thê. 
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3.2. Co chất nguyên sinh trong tế bào thực vật 

Co chất nguyên sinh là sự co lại của tế bào chất của tế bào thực vật dé phản ứng với sự khuếch tán 
nước ra khỏi tê bào và vào một dung dịch ưu trương (nông độ muôi cao) bao quanh tê bào. Trong 
quá trình plasmolysis, màng tê bào kéo ra khỏi thành tê bào 


3.3. Quy trình 1: Quan sát hiện tượng co nguyên sinh và phản co nguyên sinh 


3.3.1. Mẫu, hóa chất, dụng cụ 


Mẫu (đã chuẩn bị sẵn) 


Củ hành tím 1 cù 


Bång 2. Hóa chát 


KNO; 5% 1lọ 


Nuóc cát 1 bình 


Bång 2. Dung cų 


Ông nhỏ giọt 2 cái 
Lam kính hiểu vi và lamen 3 bộ 
Kim mũi hình giáo 1 cái 
Kính hién vi 1 cái 
Giáy thám 


3.3.2. Thao tác 


e Dùng kim mũi mác tách lấy một lớp tế bào biểu bi hành có màu đỏ đặt lén lame với 1 vài giọt 
nước, đậy lamelle. 

e Xem kính ở bội giác nhỏ, tất cả tế bào có màu đỏ đồng đều. Tại một phía của lamelle ta nhỏ giọt 
dung dịch KNOs 5% và phía đối diện đặt miếng giấy thám dé rút nước. Quan sát hiện tượng, ghi 
nhận kết qủa và giải thích. 

e Sau đó, tại một phía của lamelle, nhỏ vài giọt nước cất và phía đối diện đặt miếng giấy thám dé 
rút nước, lập lại vài lần, quan sát, ghi nhận hiện tượng và giải thích. 


3.4. Quy trình 2: Xác dinh nông độ dung dịch đẳng trương dựa trên sự bién đối kích thước mô 


3.4.1. Mẫu, hóa chát, dụng cụ 


Bảng 1. Mẫu (đã chuẩn bị sẵn) 


Khoai tây 2-3 củ 


Bảng 2. Hóa chất 


CaCl: 0,02 М 10 mL 
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CaCl: 0,08 M 10 mL 


CaCla 0,15 M 10 mL 


CaCl: 0,3 M 10 mL 


Báng 2. Dung cu 


Dao nhó 1 cái 
Thót 1 cái 
Dia petri 4 cái 
Thuóc do 1 cái 


3.4.2. Thao tác 


° Dó các dung dich CaCl có nóng dó khác nhau (0,02 M; 0,08 M; 0,15 M; 0,3 M) vào các dia petri 
có nắp đậy và ghi só dé tránh nhằm làn. 

• Cát khoai tây thành các đoạn bàng nhau dài 3cm, rộng 1cm, dày 0,5cm. Mỗi dung dịch ngâm 3 
đoạn mẫu. Ngâm trong 45 phút. 

° Láy các doan ra, do lai kich thuóc. Хас dinh nóng dó dung dich đẳng trương. 


4. Dọn dẹp 


Bỏ giấy vào túi rác. 

Rửa cóc, đĩa petri bằng nước và dé vào tủ sấy. 

Rửa lam kính và miếng che lamen bằng nước, bỏ vào ró nhựa riêng và dé vào tủ sấy. 
Dùng giấy lau vật kính lau thị kính và các vật kính sử dụng. 

Cát kính hiển vi vào vi trí cũ trong tủ kính. 
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THÍ NGHIỆM 7: TÁCH CHIÉT DNA TÜ TÉ BÀO ĐỘNG VẬT 


1. Đọc 

Biology Laboratory Manual, 13th Edition bởi Darrell S. Vodopich và Randy Moore, trang 175-182. 
2. Muc tieu 

Vào cuối thí nghiệm này, bạn sẽ có thé: phán lập DNA tir té bào động vật. 

3. Tổng quan 


Tách chiết DNA là một thao tác thường xuyén và quan trong đối với các nhà sinh học phân tử. Sau 
khi được phân lập, DNA và trình tự của các tiểu don vị của nó có thé được xác dinh, thao tác hoặc 
thay đôi. Mỗi vi khuán chỉ chứa khoảng 10-14 g DNA, chiếm khoảng 5% trọng lượng khô của sinh 
vật. Tuy nhiên, các phần tử của DNA này có thể rất dài; ví dụ, DNA trong vi khuẩn E. coli, néu được 
xâu ra, sẽ dài khoảng 1 mm. (Bằng cách tương tự, nếu vi khuẩn có kích thước bằng một quả bưởi, thì 
DNA của nó sẽ dài hơn 80 km.) Khả năng đóng gói lượng DNA này vào một tế bào nhỏ là rất ấn 
tượng, đặc biệt là vì DNA là một phân tử khá bën. 

Tách chiết DNA là cần thiết cho một loạt các ứng dụng sinh học phân tử như định danh loài, tầm soát 
bệnh di truyền, tầm soát đột biến, xác định tác nhân gây bệnh. Hình 1 liệt kê các bước cơ bản liên 
quan đến tất cả các phương pháp tách chiết DNA. Nhiều bộ công cụ thuong mai có sẵn dé phân lập 
DNA tir nhiều loại vật liệu sinh học khác nhau. 

DNA extraction 


Anv source 


Ze Tissue extract 
| Cell culture 


Cell Lysis 
Phy sical/Chemical 


Detergents/ Separation ot 
Wash steps DNA bs spectic adsorption 
to membranes 
Removal of membrane lipids 
Wash steps [ ^om 


Protein denaturation and removal 


Wash steps | 


Removal of other cellular contaminants 
| RNase treatment 
RNA removal 


Elute in slightly alkaline 
buffer double distilled 


water 


V Purified DNA 
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Các tiêu chí co bản mà bát kỳ phương pháp phân lập ADN nào từ bát kỳ loại mẫu nào cũng phải đáp 
ứng bao gồm: (1) tách chiết hiệu quả ADN từ mẫu, (2) sản xuất đủ lượng ADN để sử dụng trong các 
quá trình hạ nguồn, (3) loại bỏ thành công chất gây ô nhiễm, (4) phân lập DNA chất lượng cao và độ 
tinh khiết cao. 

Các thử nghiệm đề đánh giá độ tinh khiết của mẫu và kiểm soát chất lượng 

Độ hấp thụ tia cực tím có thể được sử dụng dé đánh giá độ tinh khiết của DNA chiết xuất. Đối với 
một mẫu DNA tỉnh khiết, tỷ số giữa độ hấp thụ ở bước sóng 260 nm và độ hấp thụ ở bước sóng 280 
nm (A260/A280) là 1,8. Tỷ lệ <1,8 cho thấy mẫu bị nhiễm protein hoặc dung môi hữu cơ như 
phenol, thường được sử dụng trong quá trình chiết xuất. Chất lượng DNA có thể được đánh giá bằng 
hình ảnh trên gel agarose. 


Dé phân lập DNA vi khuẩn, té bào vi khuẩn được nuôi cấy trong môi trường lỏng cho đến khi chúng 
dat mật độ tối đa 2-3x10? tế bào/ml, sau đó được thu hoạch. Các tế bào thu tháp được sẽ được ly giải, 
thường được thực hiện bằng phuong pháp hóa học, sử dung các dung dich như lysozyme, EDTA, và 
các chất tây khác, v.v. Sau đó, các thành phàn tế bào được loại bỏ. Bước cuối cùng là kết tủa DNA 
dé thu được DNA tinh khiết ở nồng độ cao. Quy trình này có thé được áp dụng cho nhiều loại vi 
khuẩn và các sinh vật đơn bào khác như nám men. 


Các bước cơ bản liên quan đến việc tách chiết DNA từ tế bào và mô động vật cũng giống như đối với 
vi sinh vật. Tuy nhiên, nuôi cấy và chuẩn bị tế bào động vật thường rất khác so với tế bào vi sinh vật. 
Tế bào động vật không có thành tế bào như tế bào vi sinh vật, do đó, dễ dàng ly giải hơn. Vì vậy, 
chúng có thê được tách ra chỉ bằng cách sử dụng chất tây. Tuy nhiên, khi tế bào là một phần của mô 
động vật nguyên vẹn, trước tiên mó cần được đồng nhất cơ học hoặc xử lý bằng các enzym dé ly 
giải. Quá trình ly giải tế bào được theo sau bởi sự phân lập và tinh chế DNA từ các thành phần khác 
của tê bào. 


4. Vật liệu, hóa chất, thiết bị 

°  Vậtliệu 

Gan bò 

e Hóa chất 

Dung dịch ly giải 5mL 
NaCl 1M 
Tris 100 mM pH 8.0 
EDTA 25 mM pH 8.0 


SDS 0.596 


tiệt trùng bằng nói hấp 

Dung dịch Proteinase K (20 mg/mL) 1lọ 
Dung dich phenol/chloroform/isoamyl alcohol (25:24:1) 110 
10096 Isopropanol 110 


70% Ethanol 110 
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TE (Tris - EDTA): Tris 0,1 M + EDTA 0,001 M 110 


e Dungcu 

Chày cói 1 bộ 

Eppendorf 2 ống 
Micropipette 1 cái 

Đầu tip 1 hộp 
Máy ly tâm 

Máy lắc nhiệt 


Bề cách thủy 


5. Thao tác 


mÓ 


Phân hủy mẫu sinh hoc trong Dung dich ly giải 


a. Cát 1 g gan thành các miéng nhó (trong luong uót) và dát chúng vào trong chày. 
b. Cho 5 mL Dung dịch Ly giải. — 

C Nghiên nhỏ các mảnh bên trong băng chày. 

d Hút 400 pL dung dich vào ông eppendorf. 

2. Thêm 3 pL Dung dịch Proteinase K và trộn máy lắc rung vortex. 

3. Ủ mẫu trong Máy lắc nhiệt ở 55 °C và 900 vòng/phút trong 2 tiếng. 


4. Sau khi ú ở 55 °C, làm nóng lọ ở 95 °C trong Bé cách thủy trong 10 phút dé Proteinase K bi bát 
hoạt. 


Tách chiết nucleic acid 

5. Cho cùng thể tích dung dịch phenol/chloroform/isoamyl alcohol. 
6. Ly tâm ống ở 14,000 vòng/phút trong 10 phút. 

Kết tủa DNA 

7. Chuyén lớp trên qua ống eppendorf mới. 


8. Kết tủa DNA bằng cách thêm 300 pL isopropanol 100% đã duoc làm lạnh (được giữ trong tủ 
đông -20 °C). Trộn đêu băng cách lật ông nhiêu lân, cho đên khi nhìn thây kết tủa. 


*Có thể nhìn thấy kết tủa ngay lập tức. 
9. Ly tâm ống ở 14,000 vòng/phút trong 5 phút. 


*Néu dé dàng nhận thấy một luong lớn DNA trong cán sau khi ly tám ngắn (tức là 2 phát), thi thời 
gian ly tám dài hon là khóng cán thiết. Ngược lại, néu DNA vẫn chưa được nhìn thấy hoặc dự kiến 
có một lượng nhỏ DNA, hãy tiếp tuc ly tâm trong tối da 10 phút. 


10. Loại bỏ phần nói phía trên và thêm 300 pL ethanol 70%. 
11. Ly tâm ở 14,000 vòng/phút trong 5 phút. 
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*Truóc khi tiễn hành ly tâm, đảm báo ràng viên DNA không bị dính vào thành hoặc nắp ống. 


12. Loại bỏ phần nói phía trên bằng cách hút bằng micropipette (tốt hơn với đầu lọc) và để cắn DNA 
càng khô càng tôt. 


13. Dé khô các ống trong không khí cho đến khi không nhìn thấy giọt chất lỏng nào. 


14. Hòa tan lại cán DNA trong 100 pL bát kỳ dung dịch bù nước nào được ưu tiên (tức là dung dich 
TE). 


15. U ở 65 °C trong 1 giờ. Thinh thoảng nên gõ nhẹ vào đáy lọ. 

16. Dé các óng ó 4 °C qua dém cho hoat dóng tró lai hoàn toàn. 

*Tai thời điểm này, lọ chứa dung dich DNA có thé được báo quán ở —20 °C dé bảo quản trong thời 
gian dài hoặc giữ ở 4 °C cho quá trinh si dung tiếp theo. 


6. Don dep 


° Bó giáy vào túi rác. 

e Rüa cóc bằng nước và dé vào tủ sấy. 

e Rửa eppendorf bằng nước, bó vào ró nhựa riêng và dé vào tủ sấy. 
e Rửa đầu tip bằng nước, bỏ vào ró nhựa riêng và dé vào tủ sấy. 

e Bỏ đầu tip mới vào hộp đầu tip cho đầy hộp. 
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THÍ NGHIỆM 8: TÁCH CHIÉT RNA TOÀN PHÁN CỦA LÁ 


1. Mục tiêu 
Vào cuói thí nghiệm này, bạn sẽ có thé: phân lập RNA từ tế bào thực vật. 
2. Tổng quan 


RNA (ribonucleic acid) là một đại phân tử có trong tế bào sống và nhiều loại vi rút, bao gồm một 
chuỗi đơn dài của các đơn vị photphat và ribose với các gốc nito adenin, guanin, cytosine và uracil, 
được liên kết với đường ribose. RNA được sử dụng trong tất cả các bước tông hợp protein trong tất 
cả các tế bào sống và mang thông tin di truyền của nhiều loại virus. 

Việc phân lập RNA với chất lượng cao là một bước quan trọng cần thiết dé thực hiện các thí nghiệm 
sinh học phân tử khác nhau. Thuốc thử TRIzol là thuốc thử sử dụng sẵn được sử dụng dë phân lập 
RNA từ tế bào và mô. Việc bó sung cloroform, sau khi ly tâm, phân tách dung dịch thành pha nước 
và pha hữu cơ. RNA chỉ còn lại trong pha nước. 


Sau khi chuyển pha nước, RNA có thể được phục hồi bằng cách kết tủa với isopropyl alcohol. 
Nhưng DNA và protein có thé phục hồi bằng cách phân tách tuần tự sau khi loại bỏ pha nước. Sự kết 
tủa bằng ethanol cần có DNA từ giai đoạn giữa và sự kết tủa bó sung với rượu isopropyl càn các 
protein tir pha hüu co. RNA tổng số được chiết xuất bằng thuốc thử TRIzol không bi nhiễm protein 
và DNA. RNA này có thê được sử dụng trong phân tích Northern blot, dịch mã trong ông nghiệm, 
chọn lọc poly (A), xét nghiệm bảo vệ RNase và nhân bản phân tử.. 

3. Vật liệu, hóa chất, thiết bị 

e Vật liệu 


Lá rau 


• Hóa chát 


Dung dich TE (Tris-EDTA): Tris 0,11 M; EDTA 0,001 M 110 


Dung dich TRIzol 11o 
Chloroform 11o 
Isopropanol (làm lanh ó -20?C) 110 
Ethanol 70% 110 
Nuóc cát 1 bình 
e Dụng cụ 

Chày cối 1 bộ 
Eppendorf 2 ống 
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Micropipette 1 cái 


Đầu tip 1 hộp 


Máy ly tâm 


4. Thao tác 


1. Tạo dung dịch đồng nhất 


Cắt nhỏ lá (0,5 g), nghiền mẫu bằng cối và chày. 

Chuyên bột (sử dụng đầu pipet) vào ống eppendorf có chứa 1 mL dung dich TE và trộn kỹ bằng 
máy lắc rung. 

Ly tâm hỗn hợp trong 5 phút, tốc độ tối đa (Tốt nhất là 4 °C nhưng nhiệt độ phòng là được). 
Chuyén 500 ul phần nói phía trên vào ống eppendorf mới. 


2. Phần tách pha 


Thêm 500 ul dung dịch TRIzol, lắc mạnh ống bằng tay trong 15 giây, để ở nhiệt độ phòng trong 
10 phút. 

Ly tâm hỗn hợp với tốc độ 5000 vòng/phút trong 1 phút (dé tránh bị đồ khi mở nắp). 

Thêm 200 ul dung dịch cloroform vào hỗn họp, lắc kỹ, dé ở nhiệt độ phòng trong 5 phút. 

Ly tâm hỗn hợp trong 10 phút, tốc độ tối đa (Tốt nhất là 4 °C nhưng nhiệt độ phòng là được). 
Chuyên 500 uL pha nước phía trên vào ống eppendorf mới. 


*Sau khi ly tâm, hỗn hợp phân tách thành một pha phenol-cloroform màu đỏ dưới, một pha giữa và 
một pha nước phía trên không màu. RNA chỉ còn lại trong pha nước. 
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. Kết tủa RNA 


Thêm 500 uL isopropanol, trộn kỹ, dé ở nhiệt độ phòng trong 10 phút. 
Ly tâm hỗn hợp trong 20 phút, tốc độ tối đa (Tốt nhất là 4 °C nhưng nhiệt độ phòng là được). 
Loại bỏ phần nói phía trên. 


4. Rửa RNA 


сл 


Rửa cắn RNA bàng 1 mL ethanol 70%. Gõ nhẹ vào ống cho đến khi viên bột rời khỏi đáy ống. 
Ly tâm hỗn hợp trong 5 phút, tốc độ tối đa (Tốt nhất là 4 °C nhưng nhiệt độ phòng là được). 

Loại bỏ phần dịch phía trên bằng pipet p1000. 

Ly tâm lần nữa trong 1 phút, tốc độ tối đa. 

Loại bỏ tất cả phần nói phía trên bằng pipet p100. 

Làm khô viên trong không khí ở nhiệt độ phòng (Mở nắp ống 1,5ml, dé trên giá, đậy bằng ống 
kim loại) trong 30 phút. 


. Hòa tan RNA 


Hòa tan cắn với 40 uL nước cát. 
Bảo quản RNA ở tủ lạnh sâu -80 °C. 
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5. Don dep 


° Bỏ giấy vào túi rác. 

e Rửa cốc bằng nước và dé vào tủ sấy. 

e Rửa eppendorf bằng nước, bỏ vào ró nhựa riêng và dé vào tủ sấy. 
e Rửa đầu tip bằng nước, bỏ vào ró nhựa riêng và dé vào tủ sấy. 

e Bó đầu tip mới vào hộp đầu tip cho đầy hộp. 
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